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Musk sloučeniny (MUSK), neboli syntetické vonné látky, jsou organické sloučeniny, které 
své využití nalezly především jako vonné složky nejrůznějších detergentů, mýdel, kosmetiky, 
produktů osobní péče, průmyslových i domácích čisticích prostředků, průmyslových 
plastifikátorů, ale také žvýkacích tabáků a osvěžovačů vzduchu. V poslední době se věnuje 
velká pozornost studiu těchto látek, jejich osudu v různých složkách ekosystému a studiu 
jejich vlastností, neboť díky své schopnosti perzistence a díky širokému používání pronikly 
do mnoha složek životního prostředí, především do vodních a mořských ekosystémů.  
V rámci diplomové práce byly studovány čtyři vybrané „klasické“ syntetické vonné látky, 
jejichž používání je dnes už celosvětové. Součástí práce byla optimalizace analytické 
metody pro sledování vybraných látek v biotické matrici. Dále byla zhodnocena schopnost 
vybrané čistírny odpadních vod tyto látky z vod odstranit a byl vysloven závěr o příspěvku 
této čistírny k celkovému znečištění vodního ekosystému. K identifikaci a kvantifikaci analytů 
byla použita vysokorozlišovací plynová chromatografie s hmotnostní detekcí (HRGC/MS). 
 
ABSTRACT 
Musk compounds (MUSK) or synthetic fragrances are organic substances commonly 
used as fragrant constituents of detergents, soaps, cosmetics, personal care products, 
industrial and in-house cleaning agents, industrial plasticizers, chewing tobacco and 
fresheners. The big attention is pushed ahead studying these compounds, their fate in 
different parts of ecosystems and studying their characteristics at present, because musks 
infiltrate many environmental components, particularly aquatic and marine ecosystems, 
through their large application and their ability to be perzistant. 
This diploma thesis was focused on four synthetic “classical” fragrances used over the 
world.  The aim of this study was to perform a method optimisation for the determination of 
selected fragrances in biotic matrix. There was made an evalution of ability of selected water 
treatment plant to clear away musks from water, these results were used for evaluating 
contamination measurement of aquatic ecosystem. The identification and quantification of 
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Kouzel, kterými na nás působí vůně, si všiml už pračlověk. Parfumerie, umění vyrábět 
parfémy, se poprvé objevila ve starověké Mezopotámii a v Egyptě, dále ji potom rozvíjeli 
Římané a země Blízkého východu.  
Zatím nejstarší parfémy na světě se archeologům podařilo objevit v Pyrgu na Kypru. Jsou 
více než 4000 let staré a byly nalezeny ve výrobně parfémů spolu s destilačními přístroji, 
miskami na mísení směsí, trychtýři a flakony. Složkami tehdejších parfémů byly byliny a 
koření, např. koriandr, myrta, bergamot, pryskyřice stromů, ale rozhodně ne květiny, z nichž 
starověcí parfuméři ještě neuměli získávat vonné látky. Metodu na získávání éterických olejů 
z květů destilací vynalezl až perský lékař a chemik Avicenna. 
K velkému rozmachu parfumerie došlo v 17. století, největší obliby dosáhly parfémy na 
dvoře krále Ludvíka XV., neméně náročný byl i císař Napoleon.  
V 19. století byly vyrobeny první chemické vonné látky a parfuméři už nebyli odkázaní 
pouze na přírodní ingredience. Prvním parfémem, který kombinoval přírodní a uměle 
vyrobené vonné látky, byl pravděpodobně Jicky parfuméra Aimé Guerlaina z roku 1889. 
Ekonomicky a technologicky velice výhodné syntézy přispěly k celosvětovému rozšíření a 
používání syntetických látek do parfémovaných výrobků. V souvislosti se stále  rostoucí 
produkcí musk sloučenin se začaly v odborné literatuře objevovat  také zprávy o jejich 
negativních důsledcích a vlastnostech. U některých z nich byly prokázány fotoalergické 
reakce  a byly prokázány také jejich kumulativní vlastnosti. MUSKy byly identifikovány jako 
polutanty povrchových vod, sedimentů, ale také vodních organismů, především ryb. 
Vyskytují také údaje o jejich přítomnosti v mateřském mléku a tukové tkáni člověka.  
Hlavním zdrojem vstupu do složek životního prostředí jsou odpadní vody a kaly z čistíren 
odpadních vod. Vzhledem k malé schopnosti biodegradace a poměrně vysoké schopnosti 
kumulace v tukové tkáni byly některé z této skupiny látek již zařazeny mezi perzistentní 
organické polutanty (POPs.) 
 
Předkládaná diplomová práce pojednává o studiu čtyř nejpoužívanějších „klasických“ 
musk sloučenin v biotických matricích (dva zástupci ze skupin nitromusk a dva ze skupiny 
polycyklických musk sloučenin). Studovány budou nejen původní sloučeniny, ale také jejich 
metabolity, které se velmi často v organismech vyskytují ve vyšších koncentracích než 
mateřské sloučeniny. Analyzována bude svalová tkáň ryb a vody z vybrané čistírny 
odpadních vod. Bude vybrána a optimalizována vhodná metoda extrakce a čištění, 
optimalizován bude rovněž program analytické koncovky, kterou v tomto případě tvoří 
GC/MS.  
Pro přehled o množství musk sloučenin, které se spolu s vypouštěnými odpadními vodami 
dostanou do složek životního prostředí bude analyzována voda na přítoku a odtoku ČOV. 
Bude srovnána koncentrace sledovaných analytů na odtoku z ČOV a koncentrace  těchto 
analytů nalezená v biotické tkáni.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Musk sloučeniny 
2.1.1. Obecné informace 
Musk sloučeniny (MUSK) neboli syntetické vonné látky jsou organické sloučeniny, které 
své využití nalezly především jako vonné složky nejrůznějších detergentů [1][4][16], 
mýdel [1][16], kosmetiky [4][15][16], produktů osobní péče [4][15], průmyslových i domácích 
čisticích prostředků [4], průmyslových plastifikátorů [3][4], ale i žvýkacích tabáků [1] 
a osvěžovačů vzduchu [4].    
Oproti svým přírodním zástupcům jsou snadno a rychle dostupné a také nepoměrně 
levné. Ačkoli syntetické MUSK v dnešní době většinou plně napodobují vůni přírodních látek, 
nejsou s nimi strukturně ani chemicky podobné [4][18].  
V poslední době se věnuje velká pozornosti studiu těchto látek, jejich osudu v různých 
složkách ekosystému a studiu jejich vlastností, neboť díky své schopnosti perzistence a díky 
širokému používání pronikly do mnoha složek životního prostředí, a to nejen do vodních 
a mořských ekosystémů [1][16], ale také do atmosféry a interiérů budov [2]. Byly měřeny 
a detekovány v řekách a jezerech, sedimentech, půdě, ale také v rybách [1][15][16][17], 
mateřském mléce [1][2][15][17], krevním séru [2][15] a tukové tkáni lidské populace [1][15] 
v Kanadě, USA, Velké Británii a na mnoha místech Evropy [1][4]. Do prostředí se dostávají 
zejména z lidských zdrojů přes vypouštěné odpadní vody u nichž nebyl úspěšný proces 
odstranění MUSK na čistírně odpadní vody (ČOV).  
Vzhledem k jejich vysoké schopnosti bioakumulace je používání některých syntetických 
MUSK v mnoha zemích omezeno nebo zakázáno. Např. zákaz používání musk xylenu 
v Japonsku jako parfémové složky do čistících prostředků pro domácnost vstoupil v platnost 
již v roce 1980 [3]. 
2.1.2. Historie vonných látek v kosmetice 
Chemie, stejně jako medicína nebo farmacie tvoří odborné zázemí praktické kosmetiky. 
Od 19. století se kosmetika jako obor vyvíjí ruku v ruce s chemií a chemickým průmyslem. 
Výroba kosmetických přípravků je nemyslitelná bez použití chemických metod, a to 
i v případě tzv. přírodní kosmetiky. Vonné látky patří mezi nejdůležitější suroviny 
kosmetického průmyslu. Jejich úlohou je zakrýt a odstranit zápachy použitých surovin, stejně 
jako zvýšit celkový dojem kosmetického výrobku. Získávají se z přírodních látek rostlinného 
i živočišného původu, ale vyrábí se i synteticky. 
   Po staletí se v parfumérii používalo prakticky 150–200 přírodních vonných látek. 
V průběhu posledních 200 let byl však sortiment vonných látek obohacen o další, do té doby 
neznámé látky. Jsou to syntetické sloučeniny, kterých dnes známe několik tisíc.  
Jednou z prvních důležitých syntetických vonných látek byl kumarín, jehož syntézu 
vypracoval v roce 1875 Perkin. O několik let později byly syntetizované látky známé jako 
vanilín a heliotropin (piperonal). Syntéza vanilínu byla jedním z největších úspěchů v historii 
vonných látek. Zasloužili se o ni tři němečtí chemici Haarmann, Tiemann a Reimer.  
První mošusově vonící látku syntetizoval Baur (1888 až 1891). Jde o sloučeninu známou 
jako Baurovo pižmo (Baur musk).  
 V roce 1903 byl syntetizovaný methylnonylacetaldehyd, avšak pro svou pronikavou vůni 
zůstal dlouho nepovšimnutý, až do roku 1921 kdy ho s překvapujícím efektem použil Ernest 
Beaux ve slavném parfému Chanel No.5.  
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V roce 1957 byla poprvé úspěšná syntéza galaxolidu®, který patří do skupiny 
izochromanových mošusů. Dalšími syntetickými látkami s charakteristickou vůní mošusu 
a ambry byly deriváty indanu (celestolid) a deriváty tetrahydronaftalenu (tonalid®)  
Začátkem 80. let 20. století byly syntetizovány dvě látky růžové silice: damaskon 
a damascenon, které mají jemnou ovocnou vůni [14]. Od této doby nastává velký rozmach 
průmyslové výroby a syntézy všech typů nových syntetických vonných látek. 
2.1.3. Komponování vůní 
Počet sloučenin používaných ve voňavkách se podle chemických katalogů Aldricrs Fla-
vors & Fragrance Catalog a The Research Institute For Fragrance Materials 1992 Cross 
Refenrence List pohybuje kolem 1500. Toto číslo však zachycuje jen konkrétní chemické 
vzorce a představuje pouze počet jednotlivých, z analytického hlediska vyčištěných 
sloučenin, které disponují určitou vůní, nebo jsou vonnými komponenty, jež mají jiný účel. 
Počet základních variant vůní se nadto ještě zvyšuje v závislosti na oblasti sběru, druhu 
nebo ročníku - podobně jako u vína, obměnami variant vonných látek tvořících rozmanité 
komplexní směsi. Lze si tedy představit, jak vážná studia ve spojení s genialitou vyžaduje 
základní nauka potřebná k tomu, aby tvůrce parfému věděl, co v této nepředstavitelné 
směsici parfémů hledat. 
Pod technikou sestavování vůní rozumíme proces, jehož pomocí dáváme vzniknout 
vonným kompozicím z přírodních a syntetických vonných materiálů. Vonné kompozice jsou 
směsi a jejich složky pak plní rozmanité funkce. Mohou to být základní látky (báze), pomocné 
látky (adjuvanty), zušlechťující a obrušující prostředky a fixátory. 
Bázemi nazýváme látky tvořící základ vonných kompozic, na nichž celou kompozici 
vystavíme. Adjuvanty hrají pomocnou roli při vytváření vůně kompozice. Přidávají se 
v malých dávkách a podtrhují základní charakter vůně. Zušlechťující prostředky vůni zjemňují 
a oživují. Obrušující vůně tlumí drsnost některých vonných kombinací. Velmi důležité jsou 
i fixátory. Jsou to látky, které mají za úkol stabilizovat a prodloužit vůni kompozice, zesilovat 
a vázat její účinek. Jsou to méně kapalné látky, které zpomalují odpařování kapalnějších 
složek směsi. 
V dobré voňavkářské kompozici by měly být všechny tři složky zastoupené tak, aby 
nevynikala ani jedna z nich [14][25]. 
2.1.4. Historie produkce a množství používaných musk sloučenin 
Velká dostupnost, nízká cena a málo poznatků o negativním působení, to vše výrazně 
přispělo k rozšíření MUSK do všech složek ekosystémů. V roce 1987 dosahovala roční 
produkce musk xylenu (MX) a musk ketonu (MK) 2500 tun/rok, v dalších letech díky přijatým 
legislativním opatřením v mnoha státech světa produkce pomalu klesá [3].  
Již v roce 1980 je zakázáno používání MX v Japonsku jako parfémové složky do čistících 
prostředků pro domácnost díky vysokému bioakumulačnímu potenciálu ve vodním 
ekosystému. V roce 1993 po semináři poukazujícím na nedostatek informací o toxicitě 
MUSK a na jejich nepříznivé environmentální vlastnosti, je částečně upuštěno od používání 
MUSK i německou společností pro kosmetiku a detergenty [3]. Dnešní poznatky týkající se 
chronické toxicity, ekotoxicity a metabolizace jsou sice neúplné, ale postačují k zařazení MX 
a MK na seznamy potenciálně nebezpečných chemikálií.  
V roce 1996 je potvrzena produkce 2000 tun/rok [3]. Dnes je celosvětová spotřeba těchto 
látek poměrně ustálená, ale i přes to se ve statistikách objevují vysoké hodnoty. 
Např. celosvětová spotřeba musk xylenu  pouze v detergentech dosahuje přibližně 
1000 tun/rok [11], evropská spotřeba musk xylenu a musk ketonu v roce 2000 podle OSPAR 
dosahuje 102 tun/rok [13]. 
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Evropská Unie v současnosti upravuje používání syntetických musk sloučenin pomocí 
direktiv 2002/34/EC z 15. dubna 2002 a 2003/14/EC z 19. února 2003 [13]. 
 I přes to musk xylen, musk keton, galaxolid® (HHCB) a tonalid® (AHTN) representují 
95% evropského trhu s vonnými látkami, z tohoto množství přibližně 75% připadá na 
HHCB [2][12][13]. V evropských zemích se musk xylen a musk keton nesyntetizují, hlavními 
producenty ovlivňujícími celosvětový trh s MUSK zůstávají Čína a Indie [3][13][16]. AHTN a 
HHCB jsou v Evropě vyráběny, ale na každou z těchto sloučenin připadá pouze jeden 




















Obrázek 1. Použití musk sloučenin v zemích Evropské Unie [13] 
2.2. Fyzikálně chemické vlastnosti musk sloučenin 
Musk sloučeniny jsou semivolatilní organické látky, s poměrně nízkou rozpustností 
ve vodě a dobrou rozpustností v organických rozpouštědlech a v tucích, tzn. že tyto látky 
mají lipofilní charakter.  Velmi snadno se adsorbují na organickou hmotu a prochází 
buněčnými membránami. Díky svým vlastnostem mají vysokou schopnost bioakumulace [5].  
Bioakumulační faktory pro musk xylen a musk keton výborně korelují s jejich 
rozdělovacími koeficienty oktanol–voda (Kow), bioakumulační faktory pro HHCB a AHTN jsou 
nižší než by předpokládaly hodnoty jejich hodnoty Kow [18]. 
Molekulová hmotnost polycyklických musk a nitromusk sloučenin se pohybuje v rozmezí 
200-300. U některých musk sloučenin byla prokázaná odolnost vůči tepelné degradaci, 
fotodegradaci a biodegradaci. Proto se tyto látky řadí mezi perzistentní organické 
polutanty (POPs). 
Podle chemické struktury dělíme musk sloučeniny do 3 skupin: 
• Nitromusk sloučeniny 
• Polycyklické musk sloučeniny 
• Makrocyklické musk sloučeniny 
2.2.1. Nitromusk sloučeniny 
Své nejširší uplatnění našly zejména v počátcích používaní syntetických vonných látek. 
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kosmetických produktů a čistících prostředků. V roce 1981 byly poprvé identifikovány 
ve vodním ekosystému a od té doby byly podrobeny mnoha toxikologickým 
a ekotoxikologickým testům. Mnohé byly pro svou prokázanou toxicitu a karcinogenitu již 
zakázány, noví zástupci této skupiny jsou stále testováni. Velká pozornost se v poslední 
době věnuje především jejich degradaci a osudu těchto degradačních produktů na čističkách 
odpadních vod i v ekosystému.  
Dnes jsou největšími světovými producenty nitromusk sloučenin Čína a Indie. 
Vybraní zástupci: Baur musk, musk ambrett, musk keton, musk xylen, musk xylol. 
2.2.2. Polycyklické musk sloučeniny 
Mezi zástupce této skupiny patří jak látky, které se podařilo úspěšně syntetizovat jako 
jedny z prvních (kumarín), tak látky jejichž syntéza byla dlouhou dobu problémová a podařilo 
se ji realizovat až v 50.letech minulého století (galaxolid®, tonalid®, celestolid®).  
Stejně jako nitromusk sloučeniny jsou i tyto látky nacházeny ve všech složkách 
ekosystémů. Jejich rozšíření je velmi široké, tvoří 95% evropského trhu s vonnými 
látkami [2][13].  
Mechanismus jejich degradace a osud degradačních produktů v dnešní době ještě není 
příliš znám a je předmětem zkoumání. 
Vybraní zástupci: galaxolid®, tonalid®, celestolid®,versalid®. 
2.2.3. Makrocyklické musk sloučeniny 
Zástupci této skupiny jsou sloučeniny s více jak 15 atomy uhlíku, které jsou vzájemně 
propojeny do cyklu a ve své struktuře obsahují ketonovou nebo laktonovou skupinu, 
popř. obě skupiny.  Tyto látky  jsou obvykle směsi známé jako látky přírodně identické.   
Ve srovnání s nitromusk a polycyklickými musk sloučeninami jsou přijatelnější pro životní 
prostředí, ale jsou velmi drahé.  Právě cena je hlavním důvodem, proč tyto látky zatím nejsou 
schopny nahradit mnohem nebezpečnější nitromusk a polycyklické musk sloučeniny. 
Zástupci této skupiny jsou také nejméně prozkoumanými  látkami ze  všech druhů musk 
sloučenin. 























Obrázek 2. Zástupci tří skupin musk sloučenin [13] 
2.2.4. Zástupci, kteří budou sledováni  
Pro studium byli vybráni 4 zástupci musk sloučenin. Dva ze skupiny nitromusk sloučenin 
(musk xylen, musk keton) a dva ze skupiny polycyklických musk sloučenin (galaxolid®, 
tonalid®). 
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Obrázek 3. Strukturní vzorek musk xylenu 
 
IUPAC název:  1-tert-butyl-3,5-dimethyl-2,4,6-trinitrobenzene  
Souhrnný vzorec :  C12H15N3O6 
Molekulová hmotnost:  297,237 g/mol 
Log KOW:  4,9 [27] 
Bod tání: 114,0°C 
Molární objem v tekutém stavu: 236,9 cm3/mol 
Tlak nasycených par: 0,003 mbar [27] 
Vzhled: světle žluté krystaly,jemný krystalický prášek 
Rozpustnost: ve vodě prakticky nerozpustný [7] 












Obrázek 4. Strukturní vzorek musk ketonu 
 
IUPAC název:  1-tert-butyl-3,5-dimethyl-2,6-dinitro-4-acetylbenzene 
Souhrnný vzorec :  C14H18N2O5 
Molekulová hmotnost:  294,271 g/mol 
Log KOW:  4,3 [28] 
Bod tání: 137,0°C 
Molární objem v tekutém stavu: 256,6 cm3/mol 
Tlak nasycených par: 0,004 mbar [28] 
Vzhled: světle žluté krystaly 
Rozpustnost: ve vodě prakticky nerozpustný [7] 
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Obrázek 5. Strukturní vzorek HHCB 
 
IUPAC název:  1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8,-hexamethylindeno[5,6-c]pyran 
Souhrnný vzorec :  C18H26O 
Molekulová hmotnost:  258,393 g/mol 
Log KOW:  5,3 [24] 
Bod tání: -57,9°C 
Molární objem v tekutém stavu: 291,8 cm3/mol 
Tlak nasycených par: 6,08 mbar [21] 
Vzhled: bezbarvá viskózní kapalina 
 










Obrázek 6. Strukturní vzorek AHTN 
 
IUPAC název:  1-(3,5,5,6,8,8-hexamethyl-6,7-dihydronaftalen-2-yl)ethanon 
Souhrnný vzorec :  C18H26O 
Molekulová hmotnost:  258,393 g/mol 
Log KOW:  5,4 [24] 
Bod tání: 57,0°C 
Molární objem v tekutém stavu: 286,8 cm3/mol 
Tlak nasycených par: 7,27 mbar [21] 
Vzhled: bílé krystaly 
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2.3. Musk sloučeniny a životní prostředí 
2.3.1. Vstup sloučenin do životního prostředí 
K průniku do složek životního prostředí může docházet třemi cestami [26].  
• Kontaminace životního prostředí v místech výroby (syntézy) těchto látek 
• Kontaminace odpady – nepoužité produkty v nichž se tyto látky vyskytují 
• Kontaminace prostřednictvím odpadních vod. 
 
Největší zátěží pro životní prostředí je třetí způsob kontaminace - prostřednictvím 
odpadních vod, neboť při běžných čistírenských úpravách nedochází k dostatečně účinné 
mikrobiologické degradaci. Zbytky nemetabolizovaných musk sloučenin, ale také jejich 
metabolity jsou kumulovány jednak v kalech z čistíren odpadních vod, ale odchází 
spolu s vyčištěnou vodou do recipientu. V recipientu, který mohou tvořit nádrže i vodní toky 
pak dochází ke kumulaci těchto látek v potravním řetězci a ustanovují se rovnováhy mezi 
obsahem musk sloučenin ve vodě a v sedimentu. V rámci vyšších trofických úrovní se 
věnuje pozornost zejména rybám, nutno však říci, že se tyto látky s největší 
pravděpodobností nachází i organismech, které se rybami živí (vodní rybožraví ptáci) 
a v lidském těle. 
Kontaminace z potravy u lidí však není dosud potvrzena ani vyvrácena. Do lidského 
organismu se tyto látky dostávají hlavně resorpcí pokožkou a přes sliznice dýchacího ústrojí. 
Pro mnohé musk sloučeniny zatím neexistuje žádná studie, která by informovala 
o chování těchto látek ve složkách životního prostředí. Ve velké většině případů se stále 
spoléhá pouze na softwarové modely, které na základě chemické struktury odhadnou možné 













a zooplanktonrybyvstup do atmosféry
Obrázek 7.  Schéma průniku musk sloučenin do jednotlivých složek životního prostředí 
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2.3.2. Musk sloučeniny v jednotlivých složkách životního prostředí 
2.3.2.1. Atmosféra 
Jednou z vlastností všech musk sloučenin je jejich semivolatilita. Díky tomu se tyto 
kontaminanty uvolňují do atmosféry téměř ze všech matricí, ve kterých jsou přítomny. Sama 
atmosféra pak tvoří jedno z hlavních transportních médií do jiných složek životního prostředí. 
Bylo zjištěno, že se do ovzduší dostává 0,01-0,02 % celkového objemu používaných musk 
sloučenin. Ačkoli jsou vonné látky v atmosféře jako kontaminanty přítomny, jedná se pouze 
o lokální problémy, protože jak nitro musk, tak polycyklické musk sloučeniny podléhají řadě 
fotodegradačních reakcí s OH, NO3 a O3 radikály a jejich poločasy života se  pohybují 
maximálně v několika desítkách hodin. Toto zjištění vylučuje možný transport těchto 
sloučenin na větší vzdálenosti [6].  
2.3.2.2. Pedosféra 
Do půdy se musk sloučeniny dostávají několika cestami.  
První cestou jsou úniky musk sloučenin do půdy při menších nebo větších haváriích 
v místě výroby, v průběhu přepravy nebo skladování. Do tohoto bodu lze zahrnout 
také kontaminaci prostřednictvím havárií na skládkách průmyslových a komunálních odpadů 
nebo kontaminaci pocházející z nelegálních skládek. Nutno však říci, že v současné době 
díky platné legislativě a represivním opatřením je tato cesta kontaminace na ústupu a 
představuje minimální procento celkového znečištění. Pokud ke kontaminaci touto cestou 
dojde, jedná se většinou o znečištění lokálního významu. 
Druhou cestou je kontaminace  prostřednictvím znečištěné vody. Podle zprávy komise 
OSPAR je ve 4% vzorků dešťové vody přítomen musk keton, přítomnost musk xylenu 
zjištěna nebyla, za to HHCB a AHTN byly přítomny ve všech vzorcích dešťové vody 
v koncentracích ng/l [13]. Kontaminace prostřednictvím dešťové vody však představuje 
v praxi jen velmi malé procento celkového znečištění pedosféry. 
Poslední cestou a nejvýznamnějším zdrojem znečištění je aplikace a zapravování 
čistírenských kalů do zemědělské půdy. Kaly z čistíren odpadních vod obsahují velmi velké 
procento organické hmoty a proto jsou zemědělci využívány jako levné a poměrně kvalitní 
hnojivo. Musk sloučeniny se díky své lipofilní povaze mají schopnost naadsorbovat na tuto 
organickou hmotu a po aplikaci na půdu se do půdy postupně vymývat. V půdě pak MUSKy 
setrvávají navázané především na organickou složku půdy – humus, ale také částečně 
v půdní vodě.  
Současná legislativa sice upravuje podmínky používání kalů na zemědělskou půdu 
vyhláškou 382/2001 Sb. „O podmínkách použití upravených kalů na zemědělské půdě“, 
avšak v této vyhlášce upravuje pouze limity pro obsah „těžkých“ kovů, polychlorovaných 
bifenylů (PCBs) a některých patogenních mikroorganismů [19]. Pro mnohé perzistentní 
a často velice toxické látky zatím  nejsou stanoveny žádné limity nebo omezení, mezi ně 
patří i limity pro všechny musk sloučeniny. 
2.3.2.3. Hydrosféra 
Hydrosféra je do dnešního dne nejvíce prozkoumanou složkou životního prostředí 
ve vztahu k musk sloučeninám. Je to zejména proto, že odpadní vody jsou hlavním vstupem 
MUSKů do životního prostředí.  
Do hydrosféry zahrnujeme jak odpadní vodu, tak vody povrchové (toky a nádrže) a vodu 
mořskou.  
Do odpadní vody se dostávají veškeré vonné látky z domácností a z průmyslu, které se 
nedostaly do atmosféry nebo se nestačily adsorbovat či akumulovat v organické hmotě. 
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Hlavní procesy odstraňování syntetických vonných látek na ČOV jsou adsorpce na pevné 
částice a biologická nebo chemická degradace vedoucí nejčastěji ke zvýšení polarity 
polutantů, a tedy ke zlepšení jejich rozpustnosti ve vodě. Účinnosti odstranění MUSK se 
však na jednotlivých čistírnách velmi liší a nikdy nejsou  stoprocentní. Účinnost odstranění  
kolísá mezi 34 – 87 % pro nitroMUSKY a 60 – 86 % pro polycyklické MUSKY [20]. 
Nedostatečně vyčištěné odpadní vody jsou potom vedeny do recipientu, nejčastěji řeky, 
kde nastává proces ustanovování rovnováhy koncentrací musk sloučenin mezi vodou 
a sedimentem a musk sloučeniny vstupují do potravního řetězce vodního ekosystému. 
2.3.2.4. Sedimenty 
Sedimenty, respektive suspendované sedimenty, hrají v koloběhu syntetických vonných 
látek významnou roli – vedle tukových tkání živočichů a jsou největším zásobníkem těchto 
kontaminantů v přírodě.  
K vysoké akumulační schopnosti sedimentu přispívá hned několik faktorů. Minerální 
částice sedimentu mají vysoký specifický povrch, sediment obsahuje velké procento 
organické hmoty a probíhají zde specifické anaerobní mikrobiální procesy. První dva faktory 
jsou významné zejména při adsorpci hydrofobních částic, kterými musk sloučeniny 
bezpochyby jsou. Anaerobní procesy hrají významnou roli hlavně při vzniku metabolitů 
z primárních látek.   
Velké rezervoáry musk sloučenin v sedimentu představují poměrně závažné riziko, 
protože mohou být kdykoli ze sedimentů vyplaveny a kumulovány v biotické složce vodního 
ekosystému. 
2.3.2.5. Biosféra a člověk 
Kontaminací musk sloučeninami jsou ohroženi především živočichové vodního 
ekosystému, živočichové potravních řetězců, které na vodní ekosystém navazují 
a v neposlední řadě i člověk. 
Díky procesům bioakumulace (příjem látek), biokoncentrace (výsledek simultánního 
příjmu a vylučování) a bioobohacování (zvyšující se koncentrace na trofických úrovních 
potravní pyramidy) jsou MUSKy zabudovávány do organických tkání těl živočichů a jejich 
koncentrace vzrůstá s vyšším postavením živočicha v potravní  pyramidě. Na vrcholu této 
pyramidy jsou z hlediska vodního ekosystému dravé ryby. Pokud se však na problém bude 
dívat komplexně můžeme na pomyslný vrchol dosadit člověka.  
Expozice člověka těmto látkách však nesouvisí pouze s potravou (rybami a mořskými 
plody). Největší kontaminaci vlastního těla si člověk působí sám a to aplikací kosmetických 
přípravků, parfémů, používáním čistících a pracích prostředků s vůněmi, zlepšováním svého 
domova, interiéru automobilů a prostor veřejných budov aplikací osvěžovačů vzduchu. 
Na porovnání významnosti příjmu musk sloučenin z potravy a příjmu z dermální aplikace 
kosmetických produktů byla provedena studie, která velkou významnost dermální 
kontaminace potvrzuje [9]. 
Alarmující je skutečnost, že přítomnost musk sloučenin byla prokázána nejen 
v rybách [1][15][16][17], ale také v mateřském mléce [1][2][15][17], krevním séru [2][15] 
a tukové tkáni lidské populace [1][15].  
2.3.3. Degradace 
Studie, které byly na musk sloučeninách prováděny potvrzují jejich schopnost perzistence 
ve složkách životních prostředí.  
Perzistence představuje odolnost látky vůči rozkladu – chemickému, fotochemickému, 
termickému, biochemickému – charakterizuje dobu setrvání (dobu života) chemické látky 
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v prostředí. Nejčastěji se vyjadřuje pomocí poločasu života (t1/2), tedy doby, kdy koncentrace 
sledované látky klesne na polovinu původní hodnoty v dané složce prostředí. Perzistence 
za daných environmentálních podmínek závisí na vlastnostech dané sloučeniny a vlastnosti 
dané složky prostředí (intenzita slunečního světla, koncentrace hydroxylových radikálů, 
složení mikrobiálních společenstev, teplota…) [29]. 
Musk sloučeniny jsou odolné vůči tepelné degradaci a biodegradaci a proto tyto látky  
řadíme do skupiny perzistentních organických polutantů (POPs).  
O degradaci musk sloučenin v přírodě lze mluvit hlavně v souvislosti s jejich metabolizací. 
 
Tabulka 1. Zhodnocení perzistence podle OSPAR [13] 
Sloučenina Popis degradace Výsledek 
Mineralizace:  
biodegradace nebyla prokázána 
Primární degradace:   
biotransformace redukcí nitro skupin na aminometabolity 
(aktivovaný kal, ryby) 
Musk xylen 
Fotodegradace:  
prokázána (UV-záření, reakce s OH radikály) 
Perzistentní 
Mineralizace:  
biodegradace nebyla přímo prokázána 
Primární degradace:  
biotransformace redukcí nitro skupin na aminometabolity 
(aktivovaný kal, ryby) 
Musk keton 
Fotodegradace:  
prokázána (UV-záření, reakce s OH radikály) 
Perzistentní 
Mineralizace:  
biodegradace nebyla přímo prokázána (do 21% mineralizace 
za 21 dní) 
Primární degradace:  
rychlá degradace v půdě a aktivovaném kalu 12-24 h 
velmi rychlá metabolizace v rybách a larvách pakomára 
AHTN 
Fotodegradace: 




biodegradace nebyla přímo prokázána 
Primární degradace: 
Poločas života v říční vodě 33-43 h 
Poločas života v sedimentu a v půdě 79 dnů 
Poločas života v aktivovaném kalu 33-69 h – velmi rychlá 
primární degradace s následnou pomalou mineralizací 
polárnějších metabolitů. 
Velmi rychlá metabolizace v rybách a larvách pakomára 
HHCB 
Fotodegradace: 






Jak již bylo řečeno musk sloučeniny jsou látky lipofilní. To znamená že mají nízkou 
rozpustnost ve vodě, snadno se adsorbují na organickou hmotu a kumulují se v tukových 
tkáních živočichů.  
Bioakumulace se definuje jako proces, během kterého je chemická látka akumulována 
organismy přímo z okolního média nebo prostřednictvím potravy kontaminované těmito 
látkami. 
Ke zhodnocení bioakumulace se zavádí kritéria, která ukazují poměry mezi 
koncentracemi látek v prostředí a v živém organismu. Nazýváme je biokoncentrační 
a bioakumulační faktor. 
Biokoncentrační faktor (BCF) je poměr koncentrací chemické látky nalezených v biotě 
ku koncentraci v zevním prostředí (voda), ve kterém daný organismus žije. Je uvažována 
expozice v ustálených podmínkách [5][16][29]. 
Bioakumulační faktor (BAF)  je odvozen z poměrů koncentrací ve vodě a v potravním 
řetězci [16][29].   
Hodnoty BCF jsou dostupnější, obecně hodnoty BAF jsou technicky obtížněji měřitelné. 
Výpočty BCF a BAF jsou často velice variabilní i pro jeden druh organismu. Variabilita je 
dána testovacími podmínkami, fyziologickým stavem testovaného organismu, který může být 
u experimentů ovlivněn sezónními variacemi, dostupností potravy a jinými faktory [29]. 
 
Tabulka 2. Zhodnocení bioakumulačního potenciálu podle OSPAR [13] 
Sloučenina Popis Výsledek 
Log Kow = 3,4 – 4,9 
Z dokumentované laboratorní studie  BCF(14C) 1600 Musk xylen 
Ostatní zjištěné BCF 60-5000 
Bioakumulativní
Log Kow = 3,2 – 4,3 
Z dokumentované laboratorní studie  BCF(14C) 1380 Musk keton 
BCF (polní test) 1100 
Není 
bioakumulativní 
Log Kow = 5,4 – 5,7 
Naměřené BCF 597, 600 AHTN 
BCF (polní test) 200-1790 pro úhoře, 40-670 pro jiné ryby 
Není 
bioakumulativní 
Log Kow = 5,3 – 5,9 
Naměřené BCF 1584, 624 HHCB 





Toxicita je schopnost látky poškozovat živý organismus, je dána jejími fyzikálně-
chemickými vlastnostmi. 
Výsledkem interakce toxické látky se živým organismem je účinek. Účinky mohou být  
akutní (jedná se o expozici vysokou koncentrací toxické látky), chronické (opakovaná 
dlouhodobá expozice většinou relativně nízkými koncentracemi toxické látky) a genotoxické 
(mutagenní, teratogenní, karcinogenní…) [29]. 
To, jestli lze všechny musk sloučeniny zařadit mezi látky toxické a jakou toxicitu jim 
přisoudit, je v současné době stále předmětem mnoha studií.  Zcela známy nejsou ani 
procesy, kterými toxicitu v organismech způsobují.   
Některé z musk sloučenin jsou dnes zařazeny do skupiny endokrinních disruptorů. To 
znamená, že jsou schopny reagovat  s hormonálním systémem organismů [2][4]. Výzkumy 
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prokázaly že HHCB a AHTN jsou schopny se vázat na estrogenní receptory buněk a působit 
„estrogenně“ nebo „anti-estrogenně“ podle typu buněk na které působí a typu estrogenních 
receptorů, které poškozují. „Estrogenní působení“ nastává tehdy, pokud je musk sloučenina 
schopna imitovat molekulu estrogenu, váže se na receptory a způsobuje aktivaci buňky. 
O „anti-estrogenním účinku“ lze hovořit tehdy, pokud musk sloučenina aktivitu estrogenu 
snižuje. In vitro testy  prokázaly estrogenní působení musk xylenu, musk ketonu, AHTN 
a hlavně metabolitů musk xylenu, a to pokusem se zvýšením proliferace buněk rakoviny prsu 
MCF-7 [4]. 
U nitro musk a polycylických musk sloučenin je prokázána také inhibice „multidrug efflux 
transporters“ v žábrách mořského měkkýše Mytilus californianus. Jedná se o inhibici 
buněčné pumpy zodpovědné za ochranu buňky před poškozením a odstraňování toxických 
látek z buňky. Poškozením této pumpy mohou cizorodé látky volně vstupovat do buňky 
a hromadit se v ní. Tento nepříznivý efekt trvá i po ukončení expozice organismu dané musk 
sloučenině. Podobný účinek poškození vylučování škodlivin z buněk je předpokládán také 
u člověka [4]. 
Ačkoli přímá souvislost ještě nebyla prokázána, předpokládá se, že zvýšené hladiny 
koncentrací musk xylenu a musk ketonu v krvi těhotných žen mají souvislost se zvýšeným 
procentem potratů [2][4]. 
Musk xylen, musk keton, HHCB i AHTN prošly testy na vývojovou toxicitu. Při normálním 
používání  těchto vonných látek (běžná frekvence používání kosmetických, pracích a 
čistících prostředků) tyto látky riziko vývojové toxicity nepřestavují [30].  
AHTN má podle testů na laboratorních hlodavcích schopnost akutně poškozovat játra. 
Podobné poškození u člověka však dosud nebylo prokázáno [4]. 
Musk xylen je podle Evropské unie klasifikován jako karcinogen 3. kategorie, podobná 
klasifikace je očekávána i u musk ketonu. Jeho zařazení mezi karcinogeny však ještě nebylo 
schváleno. 
 
Tabulka 3. Zhodnocení toxicity podle OSPAR [13] 
Sloučenina Popis  Výsledek 
Nejnižší zjištěná NOEC (21d, Daphnia) = 0,056 mg/l Musk xylen 
R40 (karcinogen 3. kategorie) 
Toxický 
Nejnižší zjištěná NOEC (21d, ryby) = 0,063 mg/l 
Testy na savcích – vyřazení ze skupin R25, R28, R45, R46, 
R48, R60, R61, R62, R63, R64, R68 (mutagen 3.kategorie) 
Musk keton 
R40 (karcinogen 3. kategorie) zatím neschváleno 
Ještě 
nerozhodnuto 
Nejnižší zjištěná NOEC (32 a 36d, ryby) = 0,035 mg/l 
Testy na savcích – vyřazení ze skupin R25, R28, R40 
(karcinogen 3. kategorie),R45, R46, R48, R60, R61, R62, 
R63, R64, R68 (mutagen 3.kategorie) 
AHTN 
R22 (zdraví škodlivý při požití) 
Netoxický 
Nejnižší zjištěná NOEC (36d, ryby) = 0,068 mg/l 
HHCB Testy na savcích – vyřazení ze skupin R25, R28, R40 
(karcinogen 3. kategorie),R45, R46, R48, R60, R61, R62, 





Díky vysoké rezistenci musk sloučenin ke všem druhům rozkladu jsou tyto látky v přírodě 
stálé a lze je najít ve všech složkách životního prostředí. Vedle původních sloučenin se však 
při analýzách začala zjišťovat i přítomnost látek velmi strukturně podobných původním 
MUSKům. To vedlo k prvním úvahám o možné metabolizaci primárních sloučenin. Postupem 
času se potvrdilo, že živé organismy mají schopnost musk sloučeniny částečně přeměňovat 
a vytvářet tak méně či více toxické metabolity než byla původní sloučenina [22].  
Právě díky odlišným fyzikálně-chemickým a toxikologickým vlastnostem jsou tyto látky 
předmětem intenzivního zkoumání a do budoucna představují důležitou zájmovou skupinu. 
Metabolizace a její produkty jsou nejvíce prozkoumány u těch mateřských sloučenin, které 
se používají nejdéle, nebo které prokazují vysokou toxicitu – musk xylen a musk keton. 
V několika málo případech je popsána metabolizace HHCB, ještě méně se vyskytují 
informace o AHTN. 
2.3.6.2. Metabolizace musk xylenu 
Při metabolismu musk xylenu se uplatňují jak redukční, tak oxidační reakce. Nitroskupiny 
obsažené ve struktuře musk xylenu jsou redukovány přes nitroso a hydroxylamin 
meziprodukty až na aminoskupiny  a to jak v poloze 2 (ortho), tak v poloze 4 (para) [3][10]. 
V živých organismech je upřednostňována redukce v poloze para a vzniká tak 1-tert-butyl-
3,5-dimethyl-4-amino-2,6-dinitrobenzene. Metabolit v poloze ortho (1-tert-butyl-3,5-dimethyl-
2-amino-2,6-dinitrobenzene) se také vyskytuje, ale není tak výrazně zastoupen. Výjimečně 
vznikají metabolity s aminoskupinami v obou polohách.  
Druhým krokem metabolizace je oxidace tert-butyl skupiny nebo methylových skupin [8]. 













































Obrázek 8. Metabolizace musk xylenu [3][10] 
 22
2.3.6.3. Metabolizace musk ketonu 
Jelikož je struktura musk ketonu velmi podobná struktuře musk xylenu, probíhají  zde 
podobné reakce. Těmito reakcemi se rozumí redukce nitroskupiny na aminoskupinu 
[3][10][32] a následná oxidace tert-butyl skupiny a methylových skupin. Musk keton obsahuje 
nitroskupiny pouze v poloze 2 (ortho), proto vzniká pouze jeden primární metabolit, a to 1-
tert-butyl-3,5-dimethyl-2-amino-6-nitro-4-acetylbenzene. Informace o tomto metabolitu jsou 
velmi omezené, ale pravděpodobně má také schopnost interagovat s estrogenními receptory 
a reagovat tak s hormonálním systémem [32]. 
 





















Obrázek 9. Metabolizace musk ketonu [3][10] 
 
2.3.6.4. Metabolizace HHCB 
Výsledky pokusů dokládají, že tato polycyklická musk sloučenina je metabolizována 
na polárnější  HHCB-lakton a HHCB-hydroxykyselinu, které jsou velmi rychle v přírodě 































2.4. Analytická chemie musk sloučenin 
Musk sloučeniny jsou semi-volatilní organické látky, které se v prostředí nachází ve velmi 
malých množstvích (stopových množstvích). Těmto faktům by měl být podřízen celý proces 
jejich analýzy, počínaje protikontaminačními opatřeními v laboratoři před dopravou vzorků 
do laboratoře až po analytickou koncovku, kterou nejčastěji u těchto látek bývá spojení 
plynové chromatografie s hmotnostní detekcí nebo tandemová technika GCxGCxTOF-MS. 
Hovoříme o tzv. ultrastopové analýze. 
 
Součástí analýzy MUSK jsou následující kroky: 
• Odběr vzorku (sampling) 
• Transport do laboratoře (transport) 
• Uchování vzorku (storing) 
• Příprava vzorku před analýzou (sample preparation) 
• Čištění vzorku (clean-up) 
• Analýza (analysis) 
 
Každý z těchto kroků vnáší do analýzy jisté druhy chyb a nepřesností, které mohou 
výrazně ovlivnit celkový výsledek, zvláště pokud se analyzují taková množství jako μg/l nebo 
ng/l, jak je tomu právě u musk sloučenin. Práce dobrého analytika by neměla být zaměřena 
pouze na analýzu samotnou, ale také na hledání chyb a ztrát analytu v průběhu analytického 
postupu. Proces optimalizace nezahrnuje tedy pouze přizpůsobení metody daným analytům 
a časové zkrácení analýzy, ale také minimalizaci jakýchkoli chyb v každém kroku 
analytického postupu. 
2.4.1. Opatření proti kontaminaci vnějšího prostředí 
V prvním kroku při přípravě na práci s musk sloučeninami je nutné si uvědomit, že jsou 
přítomny téměř ve všech prostředcích každodenní potřeby. Tyto prostředky sice nezasahují 
přímo do analytického postupu, ale jsou součástí čistících prostředků, kterými je umýváno 
laboratorní sklo, mohou být aplikovány na zpříjemnění prostředí laboratoře jako osvěžovače 
vzduchu, jsou přítomny v tkaninách, které používáme k utírání laboratorních pomůcek, pokud 
jsou tyto tkaniny běžně prané.  
Dalším zdrojem kontaminace je samotný analytik, tedy člověk, který musk sloučeniny 
stanovuje. Téměř všechny kosmetické a hygienické prostředky, pokud pomineme přípravky 
určené pro alergiky (bez parfemace), jsou v dnešní době parfemované, obsahují tedy musk 
sloučeniny. Většina těchto přípravků je vyráběna tak, aby jejich vůně byla stálá a intenzivní 
dlouho dobu po té, co byl přípravek aplikován na pokožku. To znamená, že dotyčný analytik 
by se měl v průběhu přípravy a analýzy vyhnout používání parfémovaných kosmetických 
přípravků, pokud to lze, omezit používání velmi aromatických aviváží a naprosto vynechat 
používání parfémů a toaletních vod. 
Z prostoru laboratoře je nutno odstranit veškeré osvěžovače vzduchu, klasická mýdla 
a čistící prostředky nahradit neparfémovanými. Laboratorní sklo by se nemělo umývat 
v myčce  a  po  ručním mytí  by se  mělo několikrát  oplachovat  čistou  vodou  a  následně    
n-hexanem. Je doporučeno ho sušit v sušárně při vyšších teplotách. 
S musk sloučeninami by se mělo pracovat zásadně v zapnuté digestoři v bezpudrových 
rukavicích. Lahvičky se standardy by měly být otvírány pouze krátce (na dobu nezbytně 
nutnou) a se standardy a vzorky by mělo být manipulováno tak, aby nedocházelo k jejich 
odpařování a kontaminaci vnějšího prostředí. 
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2.4.2. Odběr vzorku 
Odběr vzorku je velmi důležitým prvkem v celé analýze. Obecně platí, že chyby 
způsobené při odběru vzorku nelze sebelepší úpravou a analýzou vzorku napravit. Proto je 
mu  přikládána velká důležitost. 
2.4.2.1. Vzorkování  
Podle povahy analytů a skupenství vzorku jsou používány nejrůznější typy záchytových 
vzorkovačů (použití membrán či filtrů) nebo jsou vzorky odebírány přímo (polutant a matrice). 
Pokud jsou vzorky odebírány přímo, jsou umísťovány nejčastěji do inertních plastových nebo 
skleněných nádob. Platí že nádoba, do které je vzorek odebírán, je vhodná pro odběr tehdy, 
je-li zaručeno, že se analyty nebudou sorbovat (ani jinak vázat) na vnitřní povrch nádoby. 
Podle stálosti analytů proti fotodegradaci se volí světlá nebo tmavá barva skla, průsvitné 
nebo neprůsvitné plastové prachovnice. 
Cílem vzorkování je odebrat takový vzorek, který má vysokou vypovídací hodnotu o celé 
vzorkované lokalitě – takový vzorek nazýváme reprezentativní [39]. 
2.4.2.2. Vzorkování pomocí semi-permeabilních membrán (SPMD) 
Moderním přístupem pasivního vzorkování je použití semipermeabilních membrán - 
SPMD plněných trioleinem, syntetickým rybím tukem.  
Membrány jsou při vzorkování exponovány v toku či nádrži. Po určité době se membrány 
odeberou a zpracují. Exponovaný triolein z membrán je dialyzován a získaný dialyzát se 
použije k chemické analýze.  
 
 
Obrázek 11.  Vzorkovač SPMD 
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Výhodou SPMD je možnost expozice přímo v sedimentech jako kontaktní „direct“ test; tyto 
výsledky lze použít pro odhad rizika pro bentické organizmy. Klíčovým krokem je pak 
stanovení kontaminace ve vodě přepočtem pomocí faktorů zjištěných experimentálně. 
Základní předností je model expozice popsatelný fyzikálně-chemickými parametry. Jelikož 
akumulační schopnosti tohoto modelu jsou podobné jako u vodních živočichů (s výjimkou 
vlivu faktorů, charakteristických pro živý organismus: nezávislost na druhu, pohlaví, 
bez metabolizace, akumulace není prahová pro přežití organismu), označuje se model často 
jako „virtuální ryba“. Systém umožňuje přepočet koncentrace kontaminantu na základě 
kalibračních dat a stanovit tak koncentraci sledovaných látek ve vodě.  
Vzorkovací systém prošel precizním vývojem a jeho uspořádání se ustálilo na standardně 
používané konfiguraci: 
Systém SPMD se skládá z polopropustné membrány (tloušťky 75-95 μm), rozměrů (L x Š) 
94 x 2,5 cm, s póry specifického rozměru do 10-9 m (což je základní přiblížení k membráně 
buňky ryby). Uvnitř membrány je uzavřen syntetický lipid, molekulové hmotnosti 
≤600 Daltonů.  
Membrány jsou napnuty na nerezový držák - patro, vložené do ochranné klece, tento 
systém je opatřen teplotním datalogerem a umístěn do vzorkovaného prostředí. Expozice 
probíhá zpravidla 28-30 dnů. Při expozici dochází k akumulaci všech lipofilních kontaminantů 
do prostředí trioleinu (sequestrantu). Po době expozice jsou membrány vyjmuty, extrahovány 
a analyzovány [36][37]. 
2.4.3. Uvažovaná místa odběru vzorků 
2.4.3.1. Brněnská přehrada (vodní nádrž Brno) 
Brněnská přehrada je vodní dílo na Svratce realizované v letech 1936 - 1940. Přehrada 
vznikla vystavěním hráze na 56. říčním kilometru Svratky a zatopením údolí s obcí Kníničky. 
Vzdutí přehrady začíná pod splavem u Tejkalova mlýna ve Veverské Bítýšce a k hrázi na 
hranici brněnských městských částí Brna-Bystrce a Brno-Kníničky měří necelých 10 km. 
Zatopená plocha je 259 ha. Stálé naplnění nádrže dosahuje 7,6 milionů m3, zásobní prostor 
pak 10,8 milionů m3 [34].  
2.4.3.2. Čistírna odpadních vod – VFU v Brně 
Malá čistírna umístěná na Veterinární a farmaceutické univerzitě v Brně slouží k úpravě 
odpadní vody vyprodukované pouze univerzitou.  
Skládá se ze dvou chemických a jedné biologické jednotky.  
2.4.3.3. Čistírna odpadních vod – Modřice 
Čistírna odpadních vod v Modřicích slouží k čistění odpadních vod přiváděných systémem 
kanalizačních stok z města Brna a ve stále větší míře prostřednictvím soustavy čerpacích 
stanic i z širokého okolí Brna.  
Původní ČOV Modřice byla do provozu uvedena v roce 1961. S rozvojem města 
a následujícím hydraulickým i látkovým přetížením bylo postupně v průběhu 80. let 
prováděno rozšíření prakticky celé ČOV. Kompletní rekonstrukcí prošla v letech 2001-2003. 
Dnes již plně vyhovuje požadavkům kladeným evropskými předpisy [35]. 
Přípustné množství vypouštěných vod: 
• Qmax. = 4 222 l/s    
• Qbil.    = 61 520 m3/rok 
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2.4.4. Transport a uchování vzorku  
Transport se v současné době stal významným krokem analytického postupu. Lokality 
odběru vzorků jsou často poměrně vzdáleny od laboratoře, ve které bude analýza probíhat 
a proto je nutná přeprava. K minimalizaci nepříznivých vlivů během přepravy je nutné 
dodržovat určité pravidla už při procesu vzorkování.  
Mezi tato pravidla lze zařadit vhodný výběr vzorkovací nádoby (materiál, barva, 
průsvitnost), způsob plnění vzorkovací nádoby, dohled nad možností kontaminace vzorku 
z okolního prostředí a množství analytu ve vzorkovacích nádobách. U volatilních a semi-
volatilních sloučenin se musí vzorkovací nádoby plnit těsně až po okraj, z důvodu uvolňování 
analytů do vzduchu volného prostoru vzorkovací nádoby a po otevření následné ztráty 
analytů.  
Po dobu přepravy je pak důležitá těsnost víčka vzorkovací nádoby a teplota, které je 
vzorek během přepravy vystaven.  
Po dopravení vzorků do laboratoře by tyto měly být okamžitě nebo v co nejkratším čase 
zpracovány a analyzovány. Ne vždy je to však díky technickým podmínkám možné. Proto 
jsou vzorky skladovány. Skladování, pokud je to jde, by mělo probíhat v nádobách, 
do kterých byl vzorek odebrán. Tedy, mělo by s ním být co nejméně manipulováno, aby se 
omezily možné ztráty a vnesení chyby.  
Vzorky by měly být skladovány v chladu a temnu. Nízká teplota eliminuje ztráty 
vypařováním a biodegradaci analytu, temno pak eliminuje možnosti fotodegradace analytu 
i za nízkých teplot. Nejčastěji se teploty skladování pohybují v rozmezí od +4 do –20 °C 
(teplota chladničky nebo mrazícího boxu). Pro vzorky biologického původu se pak teploty 
pohybují ještě níže.  
V některých případech lze ke vzorku přidat konzervanty. Jejich použití je však často velmi 
sporné a ve většině případů nevhodné. Použitím konzervačních látek se předchází hlavně 
mikrobiální degradaci. Jako zástupce můžeme uvést dichlormethan nebo trichlormethan. 
2.4.5. Příprava vzorku před analýzou  
2.4.5.1. Homogenizace 
Homogenizací se rozumí rozmělnění - převod vzorku do tak jemného stavu, kdy jsme 
schopni použít ho pro další krok analytického postupu. Homogenizace je vhodná zejména 
proto, že zvětšuje povrch vzorku, narušuje biologické tkáně a tím umožňuje mnohem 
efektivnější extrakci analytů  z matrice.  
Může mít různé podoby, např. rozmělnění velkých kusů ručně nebo pomocí drtičů 
a mlýnků, rozetření v třecí misce a zejména u biologických materiálů použití mixování. 
2.4.5.2. Sušení 
Dnes již neodmyslitelnou součástí každé přípravy vzorku je sušení. Sušení lze definovat 
jako odstraňování vody. Množství vody je nutno před analýzou zredukovat na co nejmenší 
množství, zvláště budeme-li k analýze používat moderní techniku, neboť současné 
analytické přístroje jsou na množství vody velmi citlivé. Vhodná metoda sušení vzorku závisí 
na fyzikálně – chemických vlastnostech stanovovaných analytů.  
Rozeznáváme několik způsobů odstranění vody ze vzorku. Sušení pomocí vhodných 
sorpčních materiálů, sušení při laboratorní teplotě a sušení za zvýšené teploty. 
Sušení pomocí vhodných sorpčních materiálů je hojně využíváno při analýze volatilních 
a semi-volatilních látek a také vzorků u nichž se nechceme vystavovat riziku kontaminace 
z vnějšího prostředí. Vhodnými sorbety jsou síran sodný, síran měďnatý, silikagel… 
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Sušení při laboratorní teplotě je nejstarším a nejpoužívanějším způsobem odstranění 
vody ze vzorku. Nedochází při něm k výraznějším ztrátám, ale roste zde riziko kontaminace 
z vnějšího okolí, proto je při tomto způsobu kladen důraz na čistotu prostředí, ve kterém je 
vzorek sušen a na dobré větrání.  
Nutno poznamenat, že ani sušením pomocí sorbentů ani sušením při laboratorní teplotě 
nelze ze vzorku odstranit vodu vázanou v molekulách, tedy krystalickou vodu. 
Tu lze eliminovat až sušením za zvýšené teploty (žíháním). Sušení za zvýšené teploty je 
uskutečňováno buď volně nad plamenem nebo nejčastěji v pecích a sušárnách.  Zatímco 
teplota sušení nad plamenem je dána teplotou plamene a polohou vzorku v plameni, jsou 
pece a sušárny snadno regulovatelné a programovatelné na širokou škálu teplot a teplotních 
programů. Sušení za zvýšené teploty je ve srovnání se sušením za laboratorní teploty 
poměrně rychlé. Jeho nevýhodou je však nemožnost použití při analýze volatilních a semi-
volatilních látek. 
2.4.6. Izolace analytů z matrice  
2.4.6.1. Soxhletova extrakce 
Při Soxhletově extrakci je tuhý vzorek umístěn v patroně na jedno použití, která je vložena 
v Soxhletově aparatuře. Do patrony neustále kondenzuje rozpouštědlo a vymývá rozpustné 
komponenty z tuhé matrice vzorku. Rozpouštědlo obsahující rozpuštěné analyty je potom 
vráceno do varné baňky a proces je opakován, dokud nejsou všechny komponenty ze vzorku 
vyextrahovány.  
Čas potřebný pro extrakci v Soxhletově extraktoru se pohybuje okolo 24 hodin, takže je 
tato extrakce velmi časově náročná. Další nevýhodou je vysoká spotřeba rozpouštědla, které 
je v případě nízkých obsahů analytů potřeba následně odstranit.  
Extrakce Soxhletem je v současné době brána jako standard, se kterým se novější 
metody porovnávají, i když se extrakční mechanismy liší [40]. 
2.4.6.2. Extrakce za použití mikrovln (MAE, FMW) 
Tato metoda využívá mikrovlny k ohřátí rozpouštědla, které je v kontaktu s tuhým 
vzorkem. Po zahřátí dochází k přechodu (extrakci) analytů  z matrice do rozpouštědla. 
Tuto extrakci můžeme provést dvěma způsoby: 
Prvním způsobem je umístění rozpouštědla s vysokou dielektrickou konstantou (silně 
absorbuje mikrovlny) do uzavřené nádoby, která mikrovlny neabsorbuje. 
Druhým způsobem je použití rozpouštědla s nízkou dielektrickou konstantou (téměř 
neabsorbuje mikrovlny) v otevřené nádobě, která také mikrovlny neabsorbuje. V tomto 
případě mikrovlny absorbuje samotný vzorek nebo jeho složky. To způsobuje lokální ohřev 
a extrakci složek do chladného rozpouštědla. Tímto je tato technika vhodná i pro analyty, 
které nejsou tepelně stabilní [40]. 
2.4.6.3. Zrychlená extrakce rozpouštědlem (ASE, PSE) 
Tato metoda je v principu extrakce tuhá látka – kapalina, prováděná za zvýšené teploty 
(50-200°C) a tlaku (ca 10-15 MPa) po velmi krátký časový interval (5-20 min). Jako extrakční 
médium může být použito polárních i nepolárních rozpouštědel popřípadě jejich směsí. Je 
vhodná pro tuhé a polotuhé vzorky.  
V porovnání s klasickou extrakcí za laboratorní teploty a atmosférického tlaku dává větší 
výtěžky, což je způsobeno rozpustností, vlivem přenosu hmoty a také přechodem 
přes fázové rozhraní.  
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Použitím vyšších teplot se zvyšuje kapacita rozpouštědel, tzn. i množství rozpuštěného 
analytu, snižuje viskozita rozpouštědel (lepší průnik do matrice) a jejich povrchové napětí 
(analyt se může rychleji rozpouštět). Zvýšením teploty lze překonat silné interakce roztok-
matrice a tím lze zmenšit energii požadovanou pro desorpční procesy. Zvyšuje se také 
rychlost difúze. 
Při použití zvýšených teplot musí být pro udržení rozpouštědla v kapalném stavu použito 
zvýšeného tlaku. Použití zvýšeného tlaku dále usnadní extrakci ze vzorků, u kterých jsou 
analyty uzavřeny v pórech matrice, a to tak, že pomůže natlačit rozpouštědlo do pórů, kde 
dojde ke kontaktu s analyty [40]. 
2.4.6.4. Mikroextrakce pevnou fází (SPME) 
SPME neboli Solid Phase MicroExtraction je modifikací  extrakce pevnou fází (SPE), která 
bude dále popisována.  
Je to revoluční postup  přípravy organických vzorků k analýze bez použití rozpouštědel. 
Nevyžaduje složitou instrumentaci. Vlákno z taveného křemene pokryté zakotvenou fází je 
ponořeno do kapalného vzorku nebo umístěno nad kapalný vzorek do prostředí nasyceného 
těkavými analyty. Po určitou dobu se nechá probíhat sorpce na tuhou fázi. Následuje 
analytický stupeň, kterým je obvykle plynová chromatografie. Vlákno se nechá v dávkovacím 
zařízení termicky desorbovat při teplotách okolo 300°C a tím analyty vstoupí 
do chromatografické kolony, kde se provede separace 
Z důvodů mechanické ochrany bývá vlákno zasunuto v duté ocelové jehle a napojeno 
na ocelový píst. Vzorky pro chromatografii bývají běžně připraveny ve vialkách – zásobních 
lahvičkách uzavřených zátkou se septem. Septum se propíchne ocelovou jehlou, z níž se 
pomocí pístu vysune vlákno a nastává sorpce analytu do vrstvy pokrývající vlákno [38]. 
2.4.7. Čištění vzorku, separace analytů  
Čištění vzorků se provádí za účelem odstranění nežádoucí příměsí, které by způsobovaly 
zvýšení šumu při samotné analýze, nebo by koelucí maskovaly analyty.  
Čištění lze provádět dvěma způsoby: 
• působením chemických činidel 
• aplikací separačních metod 
Při působení chemickými činidly se nejvíce uplatňují silné kyseliny (H2SO4), silné zásady 
(KOH) a soli (AgNO3). 
U separačních metod využíváme oddělení analytů od nežádoucích příměsí na základě 
interakce molekul analytu s náplní kolony separační techniky. 
2.4.7.1. Extrakce pevnou fází (SPE) 
Extrakce pevnou fází je v současné době nejvýkonnější technika dostupná pro rychlou 
a selektivní přípravu vzorku. Její podstatou je zachycení molekul látky na tuhém sorbentu, 
přes který protéká vzorek. Při extrakci se využívá chemických vlastností molekul, které 
v důsledku mezimolekulových interakcí ulpívají na sorbetu.  
SPE je velmi jednoduchou technikou. Základem je upotřebení nepříliš drahých 
extrakčních kolonek na jedno použití o nejrůznějších velikostech a náplních sorbetů. 
V principu pracuje takto:  
Kapalný vzorek je veden přes SPE kolonku a sloučeniny jsou ze vzorku zachyceny 
materiálem sorbentu v koloně. Nežádoucí příměsi mohou být z kolonky selektivně 
odstraněny promytím správně zvolenými rozpouštědly. Nakonec mohou být z kolonky 
žádoucí analyty znovuzískány elučním rozpouštědlem v podobě vysoce čistého extraktu. 
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Alternativně může být extrakční kolonka vybrána k tomu, aby zadržovala příměsi ze vzorku, 
ale analytům dovolila projít. 
Při separaci využíváme různé mechanismy zachycování látek spočívající v odlišných 
molekulárních interakcích mezi analytem a sorbetem. Mezi běžně uplatňované interakce 
patří van der Waalsovy síly („nepolární“ interakce), vodíkové vazby a dipól-dipólové interakce 
(„polární“ interakce) a kation-aniontové interakce (iontové interakce typu elektrostatických 
přitažlivých sil mezi opačně nabitými ionty) [38]. 
2.4.7.2. Adsorpční sloupcová chromatografie 
Princip sloupcové (kolonové) chromatografie je totožný s principem SPE. Taktéž se jedná 
o kolonu naplněnou sorbentem, přes kterou je veden kapalný vzorek. Na základě 
mezimolekulových interakcí mezi molekulami analytu a částicemi sorbentu při použití 
správných rozpouštědel se oddělí požadované analyty od příměsí.  
Při této metodě jsou používány stejné sorbenty jako v kolonkách SPE nebo jejich směsi 
(silikagel, florisil, křemelina aj.). 
Rozdíl proti SPE je  používání skleněných kolon, které jsou ukončeny skleněným nebo 
teflonovým kohoutovým uzávěrem. Ve skleněných kolonách není sorbent předem připraven, 
ale je nutné si nasypáním sorbentu kolonu „vyrobit“. Uzávěrem pak lze regulovat průtok 
rozpouštědla kolonou a tím i rychlost eluce analytů.  
2.4.7.3. Dialýza (semipermeabilní membrány) 
Tato metoda pracuje na stejném principu jako metoda SPMD s tím rozdílem, že 
nekoncentrujeme látky z prostředí do vnitřního prostoru membrány, kde je uměle zakotvena 
lipidová matrice, ale necháváme procházet analyty z vnitřního prostoru membrány do okolí. 
Lipidy, které jsou v tomto případě nežádoucí příměsí se koncentrují uvnitř membrány, která  
byla na počátku dialýzy prázdná. 
Dialýza nachází své uplatnění zejména tehdy, je-li potřeba oddělit analyty 
od koextrahujících se tuků či olejů. Používané membrány mají přesně definovanou velikost 
pórů a tím udávají i velikost molekul, které jsou schopny těmito membránami projít. Menší 
molekuly analytu procházejí přes membránu do čistého rozpouštědla a velké molekuly 
tukových příměsí (triglyceridy, fosfolipidy, apod.) zůstávají v původním prostředí.  
Samotná instrumentace pak spočívá v umístění směsi, kterou chceme oddělit do „válce“, 
který je tvořen membránou. Válec je poté uzavřen a umístěn do prostředí čistého 
rozpouštědla. V  tomto prostředí je ponechán často více než 24 hodin k vlastnímu procesu 
dialýzy, tj. k oddělení molekul analytu od příměsí. 
Nevýhodou této metody je velká časová náročnost a velká spotřeba čistého rozpouštědla. 
Výhodou je vysoká čistota získaného produktu, který lze po zahuštění přímo použít 
k chromatografické analýze [41]. 
2.4.7.4. Gelová permeační chromatografie (GPC) 
Tato chromatografická metoda dělí látky na základě tzv. sítového efektu – molekuly jsou 
separovány podle své velikosti. Dochází k rozdělování látek mezi pohyblivou část mobilní 
fáze a stagnující část mobilní fáze. 
Částice sorbentu obsahují póry o známé velikosti a tyto póry jsou zaplněny tzv. stagnující 
mobilní fází, tj. mobilní fází, která se nepohybuje. Objem stagnující mobilní fáze odpovídá 
objemu všech pórů. Při průchodu kolonou jsou molekuly složek zadržovány v důsledku 
svého pronikání (permeace) do rozpouštědlem naplněných pórů. Při dělení vzorku využívají 
jeho nejmenší molekuly největší část stagnující mobilní fáze, větší molekuly využívají jen 
část pórů a všechny molekuly, jejichž průměr je větší než vstupní otvor pórů, vycházejí 
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z kolony elučním objemem rozpouštědla odpovídajícímu objemu mobilní fáze v prostoru 
mezi zrny sorbentu [38][42].  
Současné představy předpokládají, že póry jsou poměrně nepravidelné a že rozhodujícím 
kritériem není objem pórů, ale dostupnost částí jednotlivých pórů a distribuce velikostí všech 
pórů v gelové matrici [42].  
Gel se volí podle vlastností separovaných látek. Pro látky ve vodě rozpustné se používají 
hydrofilní gely (Sephadex), pro látky ve vodě nerozpustné se volí hydrofóbní gely (Styragel). 
Univerzální gely na bázi silikagelu a porézních skel jsou vhod pro oba typy látek. Mobilními 
fázemi mohou být aromatické, chlorované a některé heterocyklické uhlovodíky [38]. 
2.4.8. Identifikace a kvantifikace analytů  
Tato diplomová práce se zabývá stanovením syntetických vonných látek v biotických 
vzorcích. Vzhledem k tomu že tyto sloučeniny jsou semi-volatilní je analýza uskutečňována 
pomocí plynové chromatografie spojené s hmotnostní detekcí (GC–MS) 
2.4.8.1. Plynová chromatografie (GC) 
Plynová chromatografie je separační metoda, která k separaci plynů a par využívá dvě 
heterogenní fáze. Mobilní fází je zpravidla inertní plyn, stacionární fází je nejčastěji kapalina 
zakotvená na inertním nosiči (rozdělovací plynová chromatografie), méně často povrchový 
sorbent (adsorpční plynová chromatografie). Složky vzorku se v takových systémech dělí 
po převedení do plynné fáze.  
Principem plynové chromatografie je ustalování rovnovážné koncentrace analytu mezi 
mobilní a stacionární fází. Jak mobilní fáze unáší analyt kolonou na novou část stacionární 
fáze dosud nezasaženou analytem, je nucena ustalovat se znovu a znovu rovnováha 
koncentrací analytu mezi fázemi. Místo ustalování rovnováhy se nazývá teoretické patro 
kolony. A platí, že čím více má kolona teoretických pater, tím je její separační účinnost 
větší [42]. 
 Plynová chromatografie prošla od roku 1952, kdy James a Martin publikovali separaci 
mastných kyselin použitím plynu jako mobilní a kapaliny jako stacionární fáze, stala se tato 
metoda svým rychlým rozvojem a jednou z nejvýznamnějších metod instrumentální 
analytické chemie [42]. Používá se pro separaci, identifikaci a stanovení složitějších směsí 






Obrázek 12. Schéma plynového chromatografu 
Základní části plynového chromatografu: 
• zásobník mobilní fáze (nosného plynu) 
• zařízení na regulaci tlaku, resp. průtoku plynné fáze 
• dávkovací zařízení (injektory) 
• chromatografická kolona 
• termostat se zařízením pro izotermickou i teplotně programovatelnou analýzu 
• detektor 
• zařízení na zpracování signálu a vyhodnocení analýzy (počítač) 
 
V plynové chromatografii se jako mobilní fáze používá inertní plyn, jehož úlohou je 
především transportovat složky vzorku kolonou (nesmí se vzorkem nijak interagovat). Podle 
zvoleného způsobu detekce separovaných složek se používá vodík, dusík, helium nebo 
argon. Jako zdroj slouží tlakové láhve nebo generátory, pracující např. na principu 
molekulových sít. 
Důležitou součástí analýzy je udržování definovaného průtoku nosného plynu kolonou, 
protože průtok ovlivňuje jak kvalitativní, tak i kvantitativní analýzu. Konstantního průtoku 
nosného plynu lze dosáhnout regulátory tlaku nebo průtoku. Elektronickou regulací lze 
dosáhnout stanoveného průtoku i při změnách teploty během separace [38]. 
Úlohou injektoru je rychle a reprodukovatelně dávkovat do kolony plynný, kapalný nebo 
tuhý vzorek. Separační účinnost kolon a přesnost výsledku závisí na způsobu dávkování 
a konstrukci dávkovacího systému (injektoru). Při dávkování je třeba zajistit, aby vzorek v co 
možná nejkratším čase vnikl do kolony jako píst, aby se nezměnily tepelné a tlakové 
podmínky v koloně, a aby dávkování bylo reprodukovatelné a nedocházelo během něj 
ke změnám ve složení vzorku. Plyny je možné dávkovat injekčními mikrostříkačkami, 
obtokovými pipetami nebo dávkovacími kohouty. Kapaliny nebo roztoky se dávkují injekčními 
stříkačkami propíchnutím silikonové zátky a dávkováním vzorku do vyhřátého dávkovacího 
prostoru (lineru), ze kterého se páry přivedou na začátek kolony. K dávkování tuhých vzorků 
se konstruují zvláštní dávkovače [42].   
Dávkování lze v principu provádět dvěma technikami. První z nich je nad ústí kolony 
umístěné na konci injektoru a využívá se především pro náplňové kolony. Druhou je 
dávkování přímo na kolonu, které se využívá u kapilárních kolon a lze jej realizovat různými 
způsoby. Nejpoužívanějšími jsou: 
• s děličem toku (split injection) 
• bez děliče toku (splitless injection) 
• dávkování do kapilární kolony (on column) 
• dávkování s programově zvyšovanou teplotou vypařování vzorku (PTV injection) 
Dávkování s děličem toku (split injection) se používá v případě vzorků obsahujících velké 
množství analyzovaných složek. Vzorek se po vypaření smíchá s nosným plynem a je 
rozdělen na dvě části, přičemž pro vlastní analýzu je používána podstatně menší část 
(obvykle 0,1 -10%) a zbytek je veden do odpadu. Tento způsob se využívá především 
ke kvalitativní analýze [39]. Dávkování bez děliče toku (splitless injection) se používá při 
analýze zředěných roztoků a v případech přísných požadavků na kvantitativní analýzu 
(ultrastopová analýza). Používá se totéž zařízení jako s dělením toku, ale odvod děliče je 
uzavřen. Tato metoda využívá rozpouštědla s vyšší teplotou varu, které kondenzuje  
a vytvoří na hlavě kolony kapalný film, ve kterém jsou pohlceny všechny analyty [38]. 
Dávkování do kolony (on-column) se provádí speciální mikrostříkačkou a je používáno při 
analýze termolabilních látek. Vzorek se vnáší do části křemenné kapiláry na začátku kolony 
při teplotě kolony nižší než je bod varu rozpouštědla použitého ke kondenzaci vzorku. V této 
části, která má deaktivovaný povrch dochází ke kondenzaci vzorku v úzké zóně. Značnou 
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nevýhodou je omezená životnost kolony díky nanášení velkého množství vzorku, který často 
obsahuje značné procento rušivých a znečišťujících látek. Injektor s programovatelným 
vypařováním vzorku (PTV injection) umožňuje nastavování podmínek, při kterých dojde 
ke zplynění vzorku. Může obsahovat vložku sloužící k odstranění rozpouštědla 
a nízkomolekulárních sloučenin a umožňuje zachytit netěkavé sloučeniny a nečistoty [39]. 
Kolona je část chromatografu, ve které je umístěna stacionární fáze a kde nastává 
separace složek. Kolony pro plynovou chromatografii jsou: 
• náplňové kolony 
• kapilární kolony 
Náplňové kolony jsou zpravidla kovové nebo skleněné trubice o vnitřním průměru 2-6 mm, 
dlouhé 1-5 m. Kolony se plní adsorbenty na bázi silikagelu a aktivního uhlí, molekulovými 
síty nebo kopolymery styrénu a divinylbenzenu. Jako negativní nosiče pro zakotvenou fázi se 
používá křemelina a modifikovaná křemelina. Jako zakotvené fáze  se používají netěkavé, 
při použité teplotě chemicky inertní kapaliny. Vzhledem k horšímu rozlišení se tyto kolony 
používají především tehdy, je-li požadován větší objem stacionární fáze a pro preparativní 
účely. Kapilární kolony jsou skleněné, křemenné, plastové nebo kovové kapiláry, jejichž 
vnitřní stěny jsou povlečené stacionární fází nebo kapiláry naplněné stacionární fází v celém 
svém objemu. Vnitřní průměr kapilár je 100-700 μm, délka kapilárních kolon se pohybuje 
v rozmezí 15 až 100 metrů. Z hlediska stacionární fáze nanesené na vnitřní stěně kapiláry 
rozlišujeme kolony WCOT (wall-coated open tubular column) s kapalnou stacionární fází, 
kolony SCOT (support-coated open tubular column) s kapalnou stacionární fází zakotvenou 
na povrchu pevného nosiče na vnitřní stěně kapiláry a kolny PLOT (porous-layer open 
tubular column) s vrstvou pevného aktivního sorbentu na vnitřním povrchu kapiláry [39][42]. 
Aby bylo možné reprodukovatelně měřit eluční charakteristiky, je nutno kolonu 
termostatovat. Termostat umožňuje udržení konstantní teploty kolony, případně injektoru 
a tvorbu teplotního programu pro gradientovou eluci. Teplo se ke kolonám přivádí vyhřívacím 
médiem (plynem, kapalinou nebo tuhou látkou) nebo je odporový drát navinutý přímo 
na koloně. Vyžaduje se teplotní stabilita ±0,1°C uvnitř termostatu, možnost změny teploty 
po ±1°C za zvolenou časovou jednotku a teplotní rozsah 450°C [39][42]. 
Detektory jsou zařízení reagující na změny složení protékající mobilní fáze, které převádí 
na elektricky měřitelné veličiny. Detektory umožňují registraci jednotlivých zón separovaných 
složek, jejich identifikaci a kvantifikaci. Základními posuzovanými vlastnostmi detektorů jsou 
citlivost (vzrůst odezvy při jednotkové změně koncentrace nebo množství analytu v mobilní 
fázi), odezva (citlivost detektoru na sledovaný analyt), nejmenší detekovatelná koncentrace 
nebo hmotnostní průtok (koncentrace nebo hmotnost analytu, která vyvolá signál tvaru píku, 
jehož výška je třikrát vyšší než šum detektoru), lineární dynamický rozsah odezvy (rozsah 
koncentrací případně množství analytu, v němž je odezva detektoru lineární) a rychlost 
odezvy [39]. Podle dějů, které probíhají při detekci, je možno detektory rozdělit 
na nedestruktivní (látka prochází detektorem bez toho, aby se chemicky změnila) 
a destruktivní (látka se při detekci ireverzibilně změní). 
• nedestruktivní detektory 
• tepelně vodivostní detektor (TCD) 
• detektor elektronového záchytu (ECD) 
• argonový a heliový detektor (ArD, HeD) 
• infračervený spektrometr (IRS) 
• destruktivní detektory 
• plamenový ionizační detektor (FID) 
• plamenový termoionizační detektor (AFID, TID) 
• hmotnostní spektrometr (MS) 
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Zpracování signálu a vyhodnocení analýzy je dnes výhradně záležitostí výpočetní 
techniky a speciálních softwarových programů dodávaných současně s přístroji. 
2.4.8.2. Hmotnostní spektrometrie (MS) 
Hmotnostní spektrometrie je metoda, která nesleduje rozdíly energetických hladin 
v molekule jako většina ostatních spektrometrií, ale stanovuje relativní četnosti iontů 
v závislosti na poměru hmotnosti k náboji iontu (m/z). Je to metoda destruktivní, spotřeba 
látky k analýze je však velmi malá (pg až ag). 
Ke vzniku hmotnostního spektra je třeba, aby proběhly principiálně tři procesy: 
• tvorba iontů 
• separace iontů 
• registrace iontů 
Tyto procesy probíhají obvykle v prostředí nízkých tlaků – ve vakuu. Vysoké vakuum 
v zařízení (10-4 – 10-8 Pa) brání vzájemným kolizím částic v plynné fázi. 
Běžný hmotnostní spektrometr obsahuje součásti uvedené na obrázku 13. (vstup vzorku, 





Obrázek 13. Schéma hmotnostního spektrometru 
 
Úkolem iontového zdroje je fragmentovat (ionizovat) částice analytu, aby mohlo dojít 
k jejich separaci. K ionizaci se používá mnoho technik. Nejpoužívanějšími jsou elektronová 
ionizace (EI), kdy k fragmentaci dochází srážkami molekul s rychle letícími elektrony 
a chemická ionizace (CI), kdy ionty vznikají chemickou reakcí. Jako další techniky ionizace 
lze vzpomenout ionizaci urychlenými atomy (FAB), ionizaci polem (FI), ionizaci laserem 
za účasti matrice (MALDI), thermosprej (TSI) a elektrosprej (ESI) [43]. 
Následná  separace fragmentovaných iontů probíhá v hmotnostním analyzátoru. 
Hmotnostní analyzátory mohou pracovat ve dvou základních módech – SCAN a SIM. 
Při SCAN módu jsou registrována hmotnostní spektra v nastaveném hmotnostním rozsahu 
naproti tomu v SIM módu se sleduje intenzita jednoho nebo několika zvolených iontů v čase. 
Rozlišujeme separaci iontů elektrostatickým (E) a magnetickým (B) polem, dynamickou 
separaci iontů - kvadrupól (Q) nebo iontová past (IT), separaci podle doby letu (TOF) 
a iontovou cyklotronovou rezonanci (ICR). Separace elektrickým a magnetickým polem je 
uskutečňována v přístrojích s jednoduchou fokusací nebo v přístrojích s dvojí fokusací. Jiný 
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separační princip nevyžadující přítomnost magnetického pole je dynamická separace. Jedná 
se o kvadrupólový analyzátor a jeho modifikace. Je založen na využití kombinace 
stejnosměrného a radiofrekvenčního elektrického pole, která vytváří hmotnostní filtr pro ionty, 
vstupující do tohoto kombinovaného pole. Zjednodušená verze kvadrupólového přístroje se 
nazývá monopólový hmotnostní spektrometr. Monopól stočený do prstence tvoří iontovou 
past. Princip činnosti podle doby letu spočívá v měření času, který potřebuje ion k prolétnutí 
vzdálenosti mezi iontovým zdrojem a detektorem. Principem iontové cyklotronové rezonance 
je pak pohyb iontů v magnetickém poli po uzavřených kruhových drahách, při frekvencích, 
odpovídajících jejich m/z [43]. 
Iontové detektory převádějí proud dopadajících iontů na proud elektronů. Prvním 
používaným detektorem je Faradayova klec. Je to jednoduchý detektor, který tvoří konverzní 
dynoda miskovitého tvaru. Elektroda má povrch z BeO nebo GaP. Dopad iontů způsobí 
vyražení elektronu z povrchu. Elektron dopadá na anodu. Vzniklý elektrický proud je zesílen 
zesilovačem. Dalším typem detektorů jsou elektronové násobiče. Ty obsahují ještě další 
elektrody. Elektrody zesilují elektronový proud 104 až 108krát. Dnes se většina elektronových 
násobičů konstruuje jako zužující se trubice do níž dopadají ionty, které vyrazí elektron, ten 
dopadá na další místo trubice a vyráží další elektrony. Tím vzrůstá elektronový proud [38].  
Jako další lze uvést detektor s konverzní dynodou a fotonásobičem, detekci fotografickou 
cestou nebo detekci iontů elektro-optickými detektory (teprve ve vývoji) [43]. 
Vakuový systém zajišťuje udržení dostatečného vakua v systému. Toho je zapotřebí 
zejména proto, aby nedošlo ke srážce iontu s jinou částicí během celé jeho cesty 
hmotnostním spektrometrem – od iontového zdroje až po detektor. Typický vakuový systém 
hmotnostních spektrometrů bývá dvoustupňový. První stupeň tvoří standardní rotační olejová 
vývěva, druhý difúzní nebo turbomolekulární čerpadlo. 
Datasystém hmotnostních spektrometrů je dnes typicky tvořen výkonným osobním 
počítačem s příslušným programovým vybavením pro ovládání a kontrolu všech funkcí 
systému a pro sběr a zpracování naměřených dat. 
2.4.8.3. Spojení plynové chromatografie s hmotnostní spektrometrií (GC/MS) 
Hmotnostní spektrometrie je velmi účinná identifikační technika, která se často používá 
k řešení analytických problémů. Plynová chromatografie je zase separační technikou, která 
umožňuje velmi dobrou separaci složek směsí. Spojení plynové chromatografie a hmotnostní 
spektrometrie (GC/MS) přispělo podstatnou měrou k rozvoji hmotnostní spektrometrie  
a vytvořilo zatím nejefektivnější známou techniku pro analýzu směsí s tím omezením, že 
musí jít o látky, které projdou chromatografickou kolonou.  
Propojení mezi plynovým chromatografem a hmotnostním spektrometrem, 
tzv. chromatografický vstup, je nový prvek, se kterým se nesetkáváme ani v plynové 
chromatografii, ani v hmotnostní spektrometrii. Přímé zavedení výstupu z chromatografické 
kolony do iontové komůrky není zpravidla možné, neboť velké množství nosného plynu by 
porušilo vakuum v hmotnostním spektrometru. Nejjednodušší spojení představuje dělič 
umístěný na výstupu z kolony, který dělí proud nosného plynu, zavedené je i použití 
molekulových separátorů. Molekulové separátory mají za úkol oddělit co největší část 
nosného plynu od eluované složky. Přitom je kladen důraz na to, aby ztráty složky 
při separaci byly co nejmenší. Existuje celá řada konstrukcí separátorů a běžně jsou 
používány tři typy: tryskový, solvatačně difúzní a efúzní [42]. 
Současně se zvyšováním nároků na separaci směsí se dostávají do popředí nové typy 
analyzátorů, které byly dříve využívány jen pro speciální účely. Jedním z takových 
analyzátorů  je tzv. průletový analyzátor (separátor podle doby letu –TOF). Spojení plynové 
 35
chromatografie a hmotnostní spektrometrií s analyzátorem doby letu pak označujeme jako 
GC/TOF-MS. 
Princip separace iontů podle m/z v průletovém analyzátoru je založen na měření času 
(rychlosti), za který pohybující se ionty dolétnou evakuovanou trubicí k detektoru. Na začátku 
letové trubice jsou ionty nejprve urychleny krátkými pulzy a tím je jim dodána stejná kinetická 
energie. Poté co vstoupí do letové trubice se začínají separovat podle své hmotnosti, těžší 
ionty pak dopadají na detektor později než ionty lehké [38]. 
Existují dva typy analyzátoru TOF – lineární a reflexní. V lineárním TOF–MS letí urychlené 
ionty k detektoru, který je umístěn na konci trubice. U reflexního typu TOF–MS je na konci 
trubice tzv. reflektron neboli iontové zrcadlo, které vyrovnává různé kinetické energie iontů se 
stejnou hodnotou m/z. Ionty s vyšší kinetickou energií pronikají hlouběji do odrazového 
elektrického pole reflektronu, čímž dojde k jejich opoždění oproti iontům s nižší kinetickou 
energií.  Výsledkem je mnohonásobné zvýšení rozlišení v porovnání s lineárním typem 
detektoru.  
MS-TOF se díky svým vlastnostem stává nejlepším řešením pro spojení 
s dvoudimenzionální  plynovou chromatografií.   
2.4.8.4. Tandemová technika GC/GC/TOF - MS 
Tato metoda představuje na poli moderní analytické chemie naprostý vrchol. Jedná se 
o separaci složek na dvou rozdílných kolonách plynového chromatografu s následnou 
selektivní detekcí pomocí MS-TOF.  
Při GCxGC analýze je vzorek separován na první koloně, nejčastěji nepolárního 
charakteru (např. 100 % methyl nebo 5 % phenyl-polydimethyl siloxan). Délka této kolony se 
pohybuje mezi 10 – 30 m, vnitřní průměr 0,25 – 0,35 mm. Eluent z této kolony je pomocí 
termálního modulátoru dělen do krátkých segmentů tak, aby každý pík eluovaný z první 
kolony byl modulován do 3-5 segmentů, které pak vstupují na druhou separační kolonu. Díky 
tomu, že na druhé koloně (typické rozměry délka 1 m, vnitřní průměr 0,1 mm) probíhá velmi 
rychlá separace v řádech několika sekund, je pro každý segment vytvořený modulátorem 
produkován vlastní chromatogram. Druhá kolona obsahuje polární stacionární fázi (např. 
50 % phenylpolydimethylsiloxan), takže pro separaci v tomto rozměru se uplatňuje 
mechanismus na základě polarity sloučenin, který je komplementární k mechanismu 
separace dle bodu varu, který převažuje v první dimenzi. Výsledkem tohoto uspořádání je, 
že složky směsi, které nemohly být vzájemně separovány na první koloně, jsou nyní 
rozděleny na druhé koloně. 
Detektory vhodné pro spojení GC x GC musejí být dostatečně rychlé (100 Hz), protože 
šířky píku se z druhé dimenze pohybují od 100 do 600 ms. Tomuto požadavku vyhovují  
plamenový ionizační detektor (FID) a detektor elektronového záchytu (ECD). Použitím těchto 
detektorů však přicházíme o možnost získání informací o spektru. Naproti tomu klasická 
hmotnostní detekce, kde bychom získali spektrální informace, jako je kvadrupól (Q) nebo 
iontová past (IT) nevyhovují rychlostí snímání spekter. Proto je použití MS-TOF tím 
nejlepším řešením. Detekce je v tomto případě dostatečně rychlá a získáváme i informace 
o spektru.  
Metoda nachází stále častější uplatnění. Za všechny zmiňme analýzu stopových 







3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1. Používané přístroje, zařízení a software 
Přístroje a zařízení 
 •  Analytické váhy AB265-S (Mettler Toledo, Švýcarsko) 
• Analytické váhy  PM 2000 (Mettler, Švýcarsko) 
 •  Míchačka RCT basic (Kika Werke, Německo) 
• Tyčový mixér Compact power 160 Watt (Braun, Německo) 
 •  Přístroj pro zrychlenou extrakci rozpouštědlem onePSE (Applied Separations, USA) 
 • Rotační vakuová odparka BÜCHI Rotavapor R-114 s vodní lázní B-480 a vakuovým  
  systémem B-179 (Švýcarsko) 
• Držák pro SPME, vlákno PDMS/DVB - 65 μm (Supelco, USA) 
• Ultrazvuková lázeň Sonorex RK52H (Bandelin, Německo) 
Gelová permeační chromatografie 
• Vysokoúčinný kapalinový chromatograf 1100 series – isokratická semipreparativní 
HPLC (Agilent Technologies, USA)  
> kolona Bio-Beads S-X3 8x500 mm (Bio-Rad Laboratories) 
• UV-VIS detektor s proměnnou vlnovou délkou 
Plynová chromatografie s hmotnostním detektorem 
 •  Plynový chromatograf Hawlett-Packard 6890N GC (Agilent, USA) 
  > kolona HP-5MS, 0,25mm x 30m x 0,25 μm (Agilent, USA)  
 •  Hmotnostní detektor MSD 5973N (Agilent, USA)  
 •  Automatický dávkovač vzorků HP 7683 (Agilent, USA) 
Software 
• ChemStation for LC, Rev. A.10.02 [1757] (Agilent Technologies, USA) 
• MSD Productivity ChemStation Software G1701DA Version D.00.00 (Agilent  
  Technologies, USA) 
 •  Microsoft® Word 2002, Microsoft Corporation (USA) 
 •  Microsoft® Excel 2002, Microsoft Corporation (USA) 
 •  ACD/Labs ChemSketch, v 10.00 (Advanced Chemistry Development Inc, Canada) 
3.2. Chemikálie a standardy 
Standardy 
• Galaxolid ® – 50 % roztok v isopropyl myristátu (Aroma, Roudnice n. Labem, ČR) 
• Tonalid ®   – 100 % (Aroma, Roudnice n. Labem, ČR) 
• Musk keton  – 100 % (Aroma, Roudnice n. Labem, ČR) 
• Musk xylen  – 100 %  (Aroma, Roudnice n. Labem, ČR) 
• Musk xylen D15 – 100 ng/μl v acetonu (Dr. Ehrenstorfer, GmbH, Německo) 
• Tonalid® D3 – 100 ng/μl v isooktanu (Dr. Ehrenstorfer, GmbH, Německo) 
Technické plyny 
•  Helium 6,0 (Messer, ČR) 
•  Dusík 5,0 (Messer, ČR) 
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Rozpouštědla 
• n-hexan (Merck, Německo)  
• Ethylacetát (Merck, Německo) 
• Dichlormethan (Merck, Německo) 
• Chloroform (Merck, Německo) 
• Ethanol (Merck, Německo) 
• Petrolether (Merck, Německo) 
Sorbenty 
• Spe-ed PSE Matrix (Applied separations, USA) 
• Bezvodý síran sodný (Sigma-Aldrich, ČR) 
Ostatní 
• Destilovaná voda 
• Dekan (Reachim, Rusko) 
3.3. Pracovní postupy - kalibrace 
3.3.1. Kalibrace SPME 
3.3.1.1. Příprava zásobních a pracovních roztoků standardů pro SPME 
Na analytických vahách bylo naváženo takové množství standardů, aby zásobní roztoky, 
připravené do odměrných baněk (V = 10 ml) měli přibližnou koncentraci c = 100 μg/ml. 
Standardy byly váženy přímo do odměrných baněk, ve kterých byly roztoky připravovány.  
Pracovní roztoky byly připraveny rozředěním zásobních roztoků do  odměrných baněk 
(V = 10 ml) na přibližnou konečnou koncentraci c = 100 μg/ml. 
Díky velmi špatné rozpustnosti analytů ve vodě byla při přípravě všech roztoků použita 
ultrazvuková lázeň po dobu 30 minut.  
Při přípravě zásobního roztoku HHCB byl pro rozpuštění analytu použit 1 ml ethanolu. 
Teprve po prvotním dokonalém rozpuštění v ethanolu bylo odměrná baňka doplněna do 
10 ml destilovanou vodou a vložena do ultrazvuku.  
3.3.1.2. Příprava kalibračních roztoků standardů pro SPME 
Z pracovních roztoků standardů byly rozředěny kalibrační roztoky č.1 o přibližné 
koncentraci 0,01 μg/ml.  
Z kalibračních roztoků č.1 bylo poté odpipetováno vypočítané množství do čtyř odměrných 
baněk (V = 5 ml) a byly tak vytvořeny kalibrační roztoky č.2 (c = 0,0075 μg/ml), č.3 
(c = 0,005 μg/ml), č.4 (c = 0,0025 μg/ml) a č.5 (c = 0,0001 μg/ml).  
Přesné koncentrace roztoků shrnuje Tabulka 4. 
 
Tabulka 4. Přesné koncentrace kalibračních roztoků pro SPME 
KR č.1 KR č.2 KR č.3 KR č.4 KR č.5  
(μg/ml) (μg/ml) (μg/ml) (μg/ml) (μg/ml) 
MX 0,0105 0,0079 0,0053 0,0026 0,0001 
MK 0,0120 0,0082 0,0060 0,0027 0,0001 
HHCB 0,0098 0,0073 0,0049 0,0024 0,0001 
AHTN 0,0112 0,0091 0,0056 0,0030 0,0001 
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3.3.2. Kalibrace pro biotickou tkáň 
Určení rozsahu kalibrace je v tomto případě problematické, protože hledané sloučeniny 
jsou analyzovány v různých druzích ryb. Nutno je brát v úvahu i to, že množství tukové 
tkáně, která má největší schopnost kumulace sledovaných analytů, se liší nejen mezi jedinci 
různých druhů, ale odchylky existují také mezi jedinci stejného druhu. Hlavním faktorem, 
který ovlivňuje úroveň kontaminace je čistota prostředí, ve kterém organismy žijí. 
S přihlédnutím k těmto faktům bylo rozhodnuto sestrojit kalibrační křivky v uvedeném 
koncentračním rozsahu. 
3.3.2.1. Příprava zásobních a pracovních roztoků standardů pro biotickou tkáň 
Na analytických vahách bylo naváženo takové množství standardů, aby zásobní roztoky, 
připravené do odměrných baněk (V = 10 ml) měli přibližnou koncentraci c = 2 mg/ml pro 
musk xylen, c = 2 mg/ml pro musk keton, c = 2 mg/ml pro HHCB a c = 400 μg/ml pro AHTN. 
Standardy byly váženy přímo do odměrných baněk, ve kterých byly roztoky připravovány.  
Pro musk xylen a musk keton  byly rozředěním zásobních roztoků připraveny pracovní 
roztoky o přibližné koncentraci c = 100 μg/ml. Pro HHCB a AHTN jsou zásobní roztoky 
zároveň i roztoky pracovní. 
3.3.2.2. Příprava kalibračních standardů pro biotickou tkáň 
Z pracovních roztoků standardů byly zředěny kalibrační roztoky č.1 a z kalibračních 
roztoků č.1 bylo poté odpipetováno vypočítané množství do čtyř odměrných baněk (V = 5 ml) 
a byly tak vytvořeny kalibrační roztoky č.2, č.3, č.4 a č.5 každého standardu zvlášť. 
Přibližné koncentrace kalibračních roztoků pro MX a MK: 
č.1(c = 10 μg/ml), č.2(c = 7,5 μg/ml), č.3(c = 5,0 μg/ml), č.4(c = 2,5 μg/ml), č.5(c = 0,5 μg/ml) 
Přibližné koncentrace kalibračních roztoků pro HHCB: 
č.1(c = 200 μg/ml), č.2(c = 150 μg/ml), č.3(c = 100 μg/ml), č.4(c = 50 μg/ml), č.5(c = 1 μg/ml) 
Přibližné koncentrace kalibračních roztoků pro AHTN: 
č.1(c = 40 μg/ml), č.2(c = 30 μg/ml), č.3(c = 20 μg/ml), č.4(c = 10 μg/ml), č.5(c = 1 μg/ml) 
Přesné koncentrace roztoků shrnuje Tabulka 5. 
 
Tabulka 5. Přesné koncentrace kalibračních standardů pro biotickou tkáň 
 
3.4. Pracovní postupy - optimalizace 
3.4.1. Optimalizace SPME 
Metoda SPME pro stanovení musk sloučenin ve vodách byla v minulých letech využita již 
při řešení dvou diplomových prací řešených na FCH VUT v Brně [46][47]. V obou případech 
byla použitá metoda pro dostupné zařízení úspěšně optimalizována. Předkládaná metoda 
byla z velké části převzata z těchto prací. V postupu byla změněna pouze teplota při 
exponování vlákna na 80°C. Výtěžnost mikroextrakce analytů pro použitou teplotu byla 
ověřena srovnáním s výtěžností při 60°C a 100°C. K ověření byl použit směsný standard A 
KR č.1 KR č.2 KR č.3 KR č.4 KR č.5  
(μg/ml) (μg/ml) (μg/ml) (μg/ml) (μg/ml) 
MX 10,1900 7,6800 5,1200 2,5600 0,5095 
MK 10,2350 7,6763 5,1175 2,5588 0,5118 
HHCB 195,4000 146,5500 97,7000 48,8500 0,9770 
AHTN 40,6000 30,4500 20,3000 10,1500 1,0150 
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obsahující všechny čtyři základní sloučeniny připravený podle kapitoly 3.6.1. Výsledky 
optimalizace shrnuje Tabulka 6. a Graf 1. v kapitole 4.1.1.  
Teplotní program GC/MS byl optimalizován tak, aby vyhovoval i pro identifikaci metabolitů 
(postup optimalizace uveden v odstavci 4.1.4.).  
 
Podmínky exponování vlákna: 
• Objem vialky: 22 ml 
• Vlákno: kombinované PDMS/DVB 
• Teplota: 80°C 
• Rychlost míchání: 600 ot./min 
• Čas ustalování rovnováhy: 5 minut 
• Expoziční čas: 20 minut 
3.4.2. Porovnání extrakčních technik pro vzorek biotické tkáně 
3.4.2.1. Zpracování biotické tkáně před extrakcí 
Biotická tkáň byla homogenizována pomocí mixéru a byla rozdělena na dvě stejné části. 
Pro Soxhletovu extrakci byla navážka smíchána v třecí misce s bezvodým síranem sodným 
v hmotnostním poměru 1:4 a pro zrychlenou extrakci rozpouštědlem byla navážka v třecí 
misce smíchána spolu s PSE matrix v hmotnostním poměru 3:5. V obou případech byla 
získána jemná, téměř suchá práškovitá směs. 
3.4.2.2. Zrychlená extrakce rozpouštědlem (PSE) 
Na dno 33 ml kovové extrakční patrony bylo převedeno 8 g získané směsi. Do směsi bylo 
naspikováno 10 μl roztoků deuterovaných standardů. Byl zvolen extrakční program 
optimalizovaný v odstavci 4.1.3.1. Po extrakci byly roztoky odpařeny na rotační vakuové 
odparce na objem přibližně 1 ml a do vzorku bylo přidáno 20 μl dekanu jako keeperu; roztoky 
byly odpařeny na rotační vakuové odparce až na keeper a byly znovu rozpuštěny v 0,5 ml 
chloroformu (mobilní fáze pro GPC). Vzorek byl přečištěn gelovou permeační chromatografií, 
opět byl odpařen na zhruba 1 ml, bylo k němu přidáno 20 μl dekanu jako keeperu a byl 
odpařen až na keeper na RVO. Poté byl vzorek rozpuštěn v 1 ml hexanu a přemístěn 
do vialky.   
3.4.2.3. Soxhletova extrakce 
Bylo odváženo 25 g získané směsi do papírových extrakčních patron. Do směsi bylo 
naspikováno 10 μl roztoků deuterovaných standardů a patrony byly uzavřeny smotkem vaty. 
Celková doba extrakce byla 7 hodin a jako rozpouštědla bylo použito hexan:dichlormetan 
v poměru 1:1 (130 ml/ vzorek). Po extrakci byly roztoky odpařeny na rotační vakuové 
odparce na objem přibližně 1 ml a do vzorku bylo přidáno 20 μl dekanu jako keeperu, roztoky 
byly odpařeny na rotační vakuové odparce až na keeper a byly znovu rozpuštěny v 0,5 ml 
chloroformu (mobilní fáze pro GPC). Vzorek byl přečištěn gelovou permeační chromatografií, 
opět byl odpařen na zhruba 1 ml, bylo k němu přidáno 20 μl dekanu jako keeperu a byl 
odpařen až na keeper na RVO. Poté byl vzorek rozpuštěn v 1 ml hexanu a přemístěn 
do vialky.   
3.4.3. Optimalizace izolační a čistící techniky pro vzorek biotické tkáně 
Vzhledem k nedostupnosti referenční matrice byl pro optimalizaci izolačních technik 
zvolen postup, který využívá kontaminované biotické tkáně naspikované známým množstvím 
deuterovaných standardů. Na základě výtěžnosti deuterovaných standardů byly pak metody 
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optimalizovány. Stejně jako při porovnání extrakčních technik byla biotická tkáň 
zhomogenizována v třecí misce spolu s PSE matrix nebo bezvodým síranem sodným 
v poměru v daných poměrech a získané směsi byly použity k optimalizaci extrakcí. 
3.4.3.1. Zrychlená extrakce rozpouštědlem (PSE) 
Směs biotické tkáně a PSE matrix byla zpracována stejným postupem jako v kapitole 
3.4.2.2. Pro optimalizaci extrakce PSE byl z dostupné literatury [1] vybrán postup tlakové 
extrakce, který využívá extrakční směsi ethylacetát: hexan  (1:5, v:v). Výtěžnost zvolené 
metody byla porovnána při stejných parametrech za použití čistého hexanu jako extrakčního 
činidla. Výsledky optimalizace jsou uvedeny v Grafu 2. v kapitole 4.1.2. 
 
Optimalizovaný extrakční program PSE pro biotickou tkáň: 
• Rozpouštědlo ethylacetát : n-hexan (1:5, v:v)  
• Počet cyklů 2 
• Teplota 80 °C  
• Tlak 100 bar 
• Doba statické fáze 5 minut  
• Proplach rozpouštědlem 10 s 
• Sušení dusíkem 2 minuty 
 
3.4.3.2. Soxhletova extrakce 
Jelikož Soxhletova extrakce slouží pouze jako srovnávací standardní technika extrakce, 
byl zvolený postup převzat z literatury [49] a nebyl optimalizován. 
 
Extrakční program Soxhletovy extrakce pro biotickou tkáň: 
• Rozpouštědlo dichlormethan : n-hexan (1:1, v:v)  
• Počet extrakčních cyklů 9-10/hodina 
• Doba extrakce 7 hodin  
3.4.4. Optimalizace gelové permeační chromatografie 
Optimalizace gelové permeační chromatografie spočívá v zjištění retenčních časů 
pro požadované analyty a tedy i časů, kdy je nutno odebírat požadovanou frakci. 
Pro zjištění retenčních časů analytů byl použity směsný standard B připravený podle 
kapitoly 3.6.2.  
 
Pro analýzu GPC byly nalezeny jako nejvhodnější následující podmínky:  
• Nástřikové množství: 100 μl 
• Vlnová délka UV-VIS detektoru: 254 nm 
• Průtok mobilní fáze: 0,6 ml/min 
• Doba analýzy: 30 minut 
• Časové rozmezí sběru požadované frakce: 14-30 min 
 
Výsledky optimalizace, zejména retenční časy a časové rozmezí sběru požadované 
frakce jsou uvedeny  a vysvětleny v kapitole 4.1.3. 
3.4.5. GC/MS analýza, identifikace, kvantifikace 
Analytická koncovka je v případě všech analyzovaných vzorků prováděna plynovou 
chromatografií ve spojení s hmotnostní detekcí.  
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Plynový chromatograf byl v našem případě vybaven kapilární kolonou HP-5MS (5%-
fenylmethylpolysiloxane) se zakotvenou nepolární stacionární fází. Separace složek na této 
koloně je uskutečňována zejména podle teploty varu složek, které přicházejí na kolonu 
a proto hlavním cílem optimalizace je vytvoření vhodného teplotního programu. 
Použitý hmotnostní detektor je vybaven kvadrupólovým analyzátorem, který umožňuje 
pracovat ve dvou scanovacích režimech. Prvním režimem, kdy jsou scanována všechna 
spektra po celou dobu analýzy je SCAN, druhým, kdy jsou snímány pouze vybrané ionty je 
režim SIM.  
SIM režim umožňuje dosáhnout nižších detekčních limitů, vyšší selektivity a identifikace 
možných koelucí a je proto výborným nástrojem ultrastopové analýzy. 
Identifikace analytů byla provedena pomocí tří konfirmačních iontů a retenčních časů 
standardů. Kvantifikace je založena na metodě vnějšího standardu pomocí vícebodové 
kalibrační  křivky,  jako  závislost  plochy  píku  na  koncentraci  A = f(c).   
3.4.5.1. Nastavení GC/MS pro SPME: 
• Doba analýzy: 29 minut      
• Čas desorpce: 2 minuty 
• Průtok nosného plynu: 1 ml/min     
• Lineární rychlost nosného plynu: 36 cm/sec   
• Injektor: Splitless      
• Teplota injektoru: 250°C      
• Tlak a průtok nosného plynu v injektoru: 52,7 kPa, 28,8 ml/min  
• Průtok nosného plynu v injektoru po nástřiku: 15 ml/min  
• Teplota detektoru: 230°C     







3.4.5.2. Nastavení GC/MS pro biotickou tkáň: 
• Doba analýzy: 29 minut      
• Nástřikové množství: 1 μl  
• Průtok nosného plynu: 1 ml/min     
• Lineární rychlost nosného plynu: 36 cm/sec   
• Injektor: Splitless      
• Teplota injektoru: 250°C      
• Tlak a průtok nosného plynu v injektoru: 52,7 kPa, 28,8 ml/min  
• Průtok nosného plynu v injektoru po nástřiku: 15 ml/min  
• Teplota detektoru: 230°C     







Rampa Teplota Drženo 
- 50°C 1 min 
15°C/min 170°C 0 min 
5°C/min 220°C 0 min 
10°C/min 300°C 2 min 
Rampa Teplota Drženo 
- 50°C 1 min 
15°C/min 170°C 0 min 
5°C/min 220°C 0 min 
10°C/min 300°C 2 min 
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3.5. Pracovní postup při zpracování reálných vzorků 
3.5.1. Voda 
3.5.1.1. Odběr a uchování vzorku pro SPME 
Vzorky vody pro SPME byly odebírány do tmavých skleněných lahví o objemu 500 ml 
a byly vzduchotěsně uzavřeny víčkem. V případě, že vzorek nebyl ihned zpracován, byl 
skladován maximálně 48 hodin v ledničce při teplotě 4 °C.  
Vzorkování odpadní vody na ČOV VFU Brno probíhalo na přítoku i na odtoku čistírny 
a bylo uskutečněno ve dnech: 
 
• 25.3.2008, 26.3.2008, 27.3. 2008, 28.3. 2008, 31.3.2008 vždy v 7:00 a 13:00 
• 1.4.2008 v 7:00, 9:00, 11:00 a 13:00 
3.5.1.2. Postup SPME 
10 ml vzorku bylo umístěno do 22 ml vialky spolu s míchátkem. Po zavíčkování byl vzorek 
za stálého míchání udržován při teplotě 80°C po dobu 5 minut. Poté byla po dobu 20 minut 
za stálého míchání a zahřívání provedena expozice použitého vlákna metodou head-space 
(vzhledem k použité teplotě a těkavosti analytů je tato metoda vhodnější než sorpce z 
roztoku). Vlákno bylo po expozici desorbováno v plynovém chromatografu a byla provedena 
analýza postupem uvedeným v kapitole 3.4.5.1. 
3.5.2. Ryby 
• Místo odlovu: Brněnská přehrada - Bažiny 
• Datum odlovu:  7.listopadu 2007 
• Způsob skladování: hluboké zmrazení (- 25°C) 
• Datum zpracování: 7.dubna 2008 
• Informace o rybách:  
 Druh ryby (česky) Druh ryby (latinsky) Celková hmotnost 
Hmotnost 
svaloviny 
Vzorek č.1 Plotice obecná Rutilus rutilus 299,48 g 80,65 g 
Vzorek č.2 Cejn velký Abramis brama 199,90 g 74,41 g 
Vzorek č.3 Cejn velký Abramis brama 194,94 g 58,04 g 
Vzorek č.4 Cejn velký Abramis brama 201,16 g 80,42 g 
Vzorek č.5 Cejn velký Abramis brama 320,49 g 101,83 g 
Vzorek č.6 Lín obecný Tinca tinca 653,31 g 141,07 g 
 
Ryby byly odloveny pracovníky Povodí Moravy, kteří jsou pro tuto činnost akreditováni. 
Pro odlov měli zpracován plán pokusu v souladu s novelizovaným zákonem č. 77/2004 Sb. 
na ochranu zvířat proti týrání. Po rozmrazení byly ryby zváženy, vykuchány a byla oddělena 
svalová tkáň od kůže. Po dočištění a homogenizaci byly vnitřnosti, kůže a svalovina 
samostatně zváženy. Pro další postupy analýzy byla brána pouze svalovina. 
Vzorek svaloviny byl rozdělen na dvě části. První polovina byla smíchána s bezvodým 
síranem sodným v poměru 1:4 a byla použita pro Soxhletovu extrakci a stanovení obsahu 
tuku. Druhá polovina byla smíchána s PSE matrix v poměru 3:5 a byla použita pro tlakovou 
extrakci. 
Extrakce byly provedeny podle optimalizovaných postupů v kapitole 3.4.3. K odstranění 
tuku a jeho degradačních zbytků, byla aplikována optimalizovaná metoda GPC. Koncová 
analýza GC/MS byla provedena optimalizovaným programem (kapitola 3.4.5.2.).  
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3.6. Doplňující pracovní postupy 
3.6.1. Příprava směsného standardu určeného pro optimalizaci SPME 
Pro optimalizaci SPME byl vytvořen roztok označovaný jako směsný standard A. Jedná 
se o roztok všech čtyř základních analyzovaných sloučenin ve vodě.  
Koncentrace směsného standardu A je c = 1 μg/ml.  
Pro přípravu směsného standardu A bylo naváženo 1 mg MX, 1 mg MK, 1 mg AHTN, 
2 mg HHCB. Navážky byly kvantitativně převedeny do odměrné baňky (V = 10 ml) a 
vzhledem k malé rozpustnosti látek ve vodě k nim byl přidán 1 ml ethanolu a baňka byla 
doplněna destilovanou vodou po rysku – tímto postupem byl připraven pracovní roztok.  
Z pracovního roztoku bylo odpipetováno 100 μl do odměrné baňky (V = 10 ml) a baňka 
byla doplněna po rysku destilovanou vodou. 
3.6.2. Příprava směsného standardu určeného pro optimalizaci GPC 
Pro optimalizaci gelové permeační chromatografie byl vytvořen roztok označovaný jako 
směsný standard B. Jedná se o roztok všech čtyř základních analyzovaných sloučenin 
v chloroformu.  
Koncentrace směsného standardu B je c = 400 μg/ml.  
Pro přípravu směsného standardu B bylo naváženo 4 mg MX, 4 mg MK, 4 mg AHTN 
a 8 mg HHCB. Navážky byly kvantitativně převedeny do odměrné baňky (V = 10 ml), baňka 
byla doplněna chloroformem po rysku. 
3.6.3. Příprava směsného standardu určeného pro optimalizaci GC/MS 
Pro optimalizaci programu GC/MS byl vytvořen roztok označovaný jako směsný 
standard C. jedná se o roztok všech čtyř základních analyzovaných sloučenin v hexanu.  
Koncentrace směsného standardu C je c = 100 μg/ml  
Pro přípravu směsného standardu B bylo naváženo 1 mg MX, 1 mg MK, 1 mg AHTN, 
2 mg HHCB. Navážky byly kvantitativně převedeny do odměrné baňky (V = 10 ml) a baňka 
byla doplněna po rysku hexanem.  
3.6.4. Příprava kalibrací pro určení výtěžnosti 
Kalibrační roztoky byly připraveny rozředěním zásobních roztoků standardů o koncentraci 
100 μg/ml. Kalibrační roztok č.1 svou koncentrací odpovídá přímo zásobnímu roztoku. 
Koncentrace kalibračních roztoků pro MX D15: 
č.1(c = 100 μg/ml), č.2(c = 10 μg/ml), č.3(c = 5 μg/ml), č.4(c = 1 μg/ml) 
Koncentrace kalibračních roztoků pro AHTN D3: 
č.1(c = 100 μg/ml), č.2(c = 40 μg/ml), č.3(c = 10 μg/ml), č.4(c = 1 μg/ml) 
3.6.5. Postup stanovení obsahu tuku v biotické tkáni 
Stanovení obsahu tuku v biotické tkáni je svým provedením velmi podobné Soxhletově 
extrakci popsané výše. Zhomogenizovaná svalová tkáň byla v třecí misce rozetřena 
s bezvodým síranem sodným v poměru 1:4. Navážka směsi byla kvantitativně převedena 
do papírových extrakčních patron a ty byly uzavřeny smotkem vaty. Všechny baňky 
používané pro extrakci byly v čistém suchém stavu při laboratorní teplotě zváženy.  
Celková doba extrakce byla 4 hodiny a jako rozpouštědlo byl použit petrolether 
(130 ml/vzorek). Po extrakci bylo veškeré rozpouštědlo v baňkách odpařeno na rotační 
vakuové odparce. Po vychladnutí byly baňky s obsahem tuku zváženy. Výpočtem z rozdílu 
hmotností baněk po extrakci a před extrakcí a přepočtem na navážku vzorku byl získán 
obsah tuku. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1. Optimalizace metody 
4.1.1. Optimalizace podmínek pro SPME 
Ve srovnání s předchozími diplomovými pracemi byla změněna pouze teplota při sorpci 
na vlákno a proto bylo ověřeno, jestli je zvolená teplota pro vzorkování vhodná.  
Optimalizace byla pro vedena postupem uvedeným v kapitole 3.4.1.  
V Grafu 1. jsou uvedeny plochy píků jednotlivých analytů při daných podmínkách, 
v Tabulce 6. jsou pak přepočítány výtěžnosti pro teplotu 80°C na procenta.  
 


























Graf 1. Výtěžnost analytů při 60°C, 80°C a 100°C 
 
Výsledky optimalizace se při porovnání 60°C a 80°C shodují s výsledky publikovanými 
v odborné literatuře. Při použití vzorkování head-space je výtěžnost mikroextrakce všech 
analytů při 80°C ve srovnání s teplotou 60°C vyšší o 9 až 101%.  
K rozdílu výtěžností, v porovnání s odbornou literaturou, dochází výtěžností mezi vyššími 
teplotami, v našem případě 80°C a 100°C. Podle dostupných zdrojů je teplota 100°C 
nejvhodnější, neboť látky velmi snadno přechází do plynné fáze, a odkud jsou sorbovány na 
vlákno.  
Podle vlastních zkušeností při vzorkování s teplotou 100°C dochází při ustanovování 
rovnováhy a při samotném vzorkování k mírnému vydutí septa vialky natlakováním. 
Při vzorkování pak dochází k úniku analytů i rozpouštědla prostorem kolem vzorkovací jehly. 
Současně se šroubovací závit vialky teplem a tlakem povoluje a při skončení vzorkování 
není vialka téměř uzavřená - k výrazným ztrátám odpařováním vzorku dochází i přes závit.  
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80°C je také nejvyšší možnou použitelnou teplotou z hlediska používání vodní lázně 
na udržení konstantní teploty při vzorkování. Při teplotách vyšších než 80°C dochází 
k rychlému vypařování vodní lázně a bublání vody v okolí septa vzorkované vialky.  
 
Tabulka 6. Srovnání výtěžností mikroextrakce v procentech při 80°C  
 Výtěžnost 80°C proti 60°C Výtěžnost 80°C proti 100°C 
111 % 109 % 
109 % 114 % MX 
121 % 89 % 
201 % 85 % 
134 % 50 % MK 
185 % 55 % 
122 % 111 % 
117 % 122 % HHCB 
121 % 121 % 
147 % 102 % 
163 % 116 % AHTN 
178 % 130 % 
 
Při pokusu bylo zjištěno anomální chování musk ketonu při teplotě 100°C oproti ostatním 
sledovaným musk sloučeninám. Jeho výtěžnost při 100°C je o 15-50% vyšší než při teplotě 
80°C. Vzhledem k tomu, že toto chování vykazuje jako jediný z analytů, nebylo bráno pro 
konečnou optimalizaci do úvahy. S přihlédnutím k optimalizačním výsledkům (viz Graf 1.), 
spolu s posouzením uvedených problémů ve vzorkování, které nastávají při vyšších 
teplotách, byla teplota 80°C shledána jako optimální.  
  
Optimalizované podmínky exponování vlákna: 
• Objem vialky: 22 ml 
• Vlákno: kombinované PDMS/DVB 
• Teplota: 80°C 
• Rychlost míchání: 600 ot./min 
• Čas ustalování rovnováhy: 5 minut 
• Expoziční čas: 20 minut 
4.1.2. Optimalizace extrakčních podmínek PSE  
Pro optimalizaci extrakce PSE byl z dostupné literatury [1] vybrán postup tlakové 
extrakce, který využívá extrakční směsi ethylacetát: hexan  (1:5, v:v). Výtěžnost zvolené 
metody byla porovnána při stejných parametrech za použití čistého hexanu jako extrakčního 
činidla.  
Pro každé rozpouštědlo byly připraveny tři vzorky svalové tkáně ze stejného jedince. 
Vzorky byly před extrakcí naspikovány 10 μl obou deuterovaných standardů. Na přístroji 
onePSE byl nastaven extrakční program a vzorky byly vyextrahovány  rozpouštědlem, 
pro které bylo určeny. Extrakty byly odpařeny na rotační vakuové odparce na objem přibližně 
1 ml a bylo do nich přidáno 20 μl dekanu jako keeperu. Poté byly odpařeny na rotační 
vakuové odparce až na keeper, byly znovu rozpuštěny v 0,5 ml chloroformu, podrobeny 
přečistění GPC a převedeny do 1 ml hexanu. Poté byly analyzovány pomocí GC/MS. 
Výsledky optimalizace, tedy výtěžnosti deuterovaných standardů při použití různých 
rozpouštědel, znázorňuje Graf 2. V grafu je uvedeno i srovnání výtěžností analytů 
přítomných ve vzorku (MX, MK, AHTN a HHCB) 
 46


























Graf 2. Optimalizace PSE – srovnání výtěžnosti dvou rozpouštědel 
4.1.3. Optimalizace gelové permeační chromatografie 
Optimalizace gelové permeační chromatografie byla provedena ve dvou krocích. V prvním 
kroku byl vytvořen směsný standard B podle kapitoly 3.6.2. Ten byl nastříknut na kolonu 
GPC a byl zjištěn retenční čas směsi musk sloučenin a doba sběru frakce, ve které se musk 
sloučeniny eluují. Ve druhém kroku byl nastříknut reálný vzorek.  
Chromatogramy získané oběma nástřiky byly překryty a byly porovnány retenční časy 
MUSK a ostatních příměsí, které obsahoval reálný vzorek (Obrázek 14). 
Z obrázku je patrné, že musk sloučeniny se začínají eluovat ve 14. minutě, na kterou byl 
zvolen počátek sběru frakce. Frakce obsahující musk sloučeniny byla sbírána až do konce 
elučního programu, tedy do 30. minuty. Toto bezpečnostní opatření bylo přijato z důvodu 
neznámého retenčního času metabolitů, které by se mohly vyskytovat v koncentracích, které 
nebudou v chromatogramu patrné a jejichž retenční čas by mohl být vyšší než retenční čas 
původních MUSK.  
 
Retenční časy: 
• Lipidy: 10,227 min 
• Směs MUSK: 19,407 min  
 
Pro analýzu GPC byly nalezeny jako nejvhodnější následující podmínky:  
• Nástřikové množství: 100 μl 
• Vlnová délka UV-VIS detektoru: 254 nm 
• Průtok mobilní fáze: 0,6 ml/min 
• Doba analýzy: 30 minut 
• Časové rozmezí sběru požadované frakce: 14-30 min 
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Obrázek 14. Optimalizace GPC 
4.1.4. Optimalizace GC/MS 
Jedním z hlavních úkolů celé práce bylo vytvořit optimální program pro analytickou 
koncovku, hlavně její první část a tou je plynová chromatografie.  
Optimalizace byla prováděna pomocí směsného standardu C připraveného podle 
kapitoly 3.6.3.. 
Jako vzor pro prvotní nastavení přístroje byl vzat optimalizovaný program z diplomové 
práce zabývající se stejnými analyty ve vodách [46] nazvaný MUSK2SIM. Pro ověření 
použitelnosti byl nastříknut připravený standard a po analýze byla pozornost soustředěna 
na dvě problematická místa.  
Prvním z nich je velmi podobný retenční čas musk xylenu (13,277 min) a tonalidu 
(13,203 min).  
Pro zodpovězení otázky zda se zabývat separací těchto dvou analytů byla sejmuta 
spektra obou látek. Bylo zjištěno, že ionty, které byly vybrány u daných sloučenin jako 
kvantifikační se navzájem v druhé sloučenině nevyskytují a není proto nutné tyto sloučeniny 
separovat, pokud bude používán hmotnostní spektrometr jako detektor.  
Druhým závažným momentem se ukázala být shodnost kvantifikačních iontů pro tonalid a 
galaxolid při velmi podobném retenčním čase.  
Tyto látky sice mají větší rozdíl v retenčních časech než MX a AHTN tedy netvoří zdánlivě 
jeden pík – galaxolid (13,124 min), tonalid (13,203 min), přesto od sebe nejsou v převzatém 
programu zcela separovány. Vzhledem k používání stejného kvantifikačního iontu je v tomto 
případě separace těchto dvou sloučenin nezbytná. 
Proto byl vytvořen nový program MUSK08, který zachoval původní parametry nástřiku, ale 
v okolí kritického místa se odlišoval rychlostí nárůstu teplotní rampy. Tento program byl 
později rozšířen podle poznatků z literatury [45] o nárůst teploty do 300°C pro analýzu 
a separaci metabolitů tak, aby nepříliš prodlužoval dobu analýzy. Teplotní podmínky v okolí 
eluce všech čtyř základních musk sloučenin byly zachovány z dříve vytvořeného programu 
MUSK08. 
 48




















Ion 243.00 (242.70 to 243.70): MIX1M1.D
































































Obrázek 16. Teplotní program původního a finálního teplotního programu MUSK08 
Rampa Teplota Drženo 
- 50°C 1 min 
15°C/min 250°C 2 min 
Celkový čas analýzy: 16,33 min 
Rampa Teplota Drženo 
- 50°C 1 min 
15°C/min 170°C 0 min 
5°C/min 250°C 2 min 
Celkový čas analýzy: 27 min 
Rampa Teplota Drženo 
- 50°C 1 min 
15°C/min 170°C 0 min 
5°C/min 220°C 0 min 
10°C/min 300°C 2 min 
Celkový čas analýzy: 29 min 
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Porovnáním Obrázků 15. a 16. je zřejmé, jakou měrou pomohl pomalejší nárůst teploty 
k separaci obou sloučenin. Lépe separovány jsou i malé píky, které vždy doprovází pík 
galaxolidu.  
Také ostatní parametry v programu MUSK2SIM byly překontrolovány, ale na rozdíl 
od teplotního programu byly shledány jako vhodné. 
 
Konečný optimalizovaný program pro GC/MS má tyto parametry: 
• Doba analýzy: 29 minut      
• Nástřikové množství: 1 μl  
• Průtok nosného plynu: 1 ml/min     
• Lineární rychlost nosného plynu: 36 cm/sec   
• Injektor: Splitless      
• Teplota injektoru: 250°C      
• Tlak nosného plynu v injektoru: 52,7 kPa 
• Průtok nosného plynu v injektoru: 28,8 ml/min  
• Průtok nosného plynu v injektoru po nástřiku: 15 ml/min  
• Teplota detektoru: 230°C     







4.1.5. Identifikace analytů 
Pro prvotní identifikaci látek na GC/MS a pro výběr identifikačních a kvantifikačních iontů 
byly použity zásobní roztoky standardů připravené podle kapitoly 3.3.2.1. Tyto roztoky byly 
nejprve analyzovány v režimu SCAN, kdy byl zjištěn retenční čas daných látek a vybrány tři 
identifikační ionty pro každý analyt do režimu SIM. Jako identifikační ionty jsou obvykle brány 
ty, které mají v hmotnostním spektru největší intenzitu (velikost). Jeden ze tří zvolených iontů 
pak byl určen jako kvantifikační. 
 
Tabulka 7. Retenční časy 
Analyt Retenční čas (min) 
Musk xylen 15,576 
Musk keton 17,444 
Galaxolid® 15,382 
Tonalid® 15,527 
Musk xylen D15 15,175 
Tonalid D3 15,344 
2-amino-musk xylen nz1 
4-amino-musk xylen nz 
Amino-musk keton nz 
Galaxolid-lakton nz 
 
                                                
1 nz … nezjištěno 
Rampa Teplota Drženo 
- 50°C 1 min 
15°C/min 170°C 0 min 
5°C/min 220°C 0 min 
10°C/min 300°C 2 min 
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Z důvodu absence standardů pro stanovení metabolitů, sloužily pro identifikaci metabolitů 
pouze ionty a spektra převzaté z literatury [33],[45],[23]. Kvantifikace metabolitů by v případě 
pozitivního nálezu prováděna nebyla, a proto pro ně nebyly určovány kvantifikační ionty. 
Dostupné informace se však ukázaly jako nedostačující a metabolity se podle nich v žádném 
vzorku nepodařilo identifikovat. 
 












Obrázek 17. Chromatogram směsného standardu C metodou MUSK08 v režimu SCAN 
 
Retenční časy pro jednotlivé analyty při použití optimalizované metody jsou přehledně 
uvedeny v Tabulce 7, identifikační a kvantifikační ionty v Tabulce 8. 
 
Tabulka 8. Identifikační a kvantifikační ionty  
Analyt Identifikační ionty (m/z) Kvantifikační ion (m/z) 
Musk xylen 282, 283, 297 282 
Musk keton 279, 280, 294 279 
Galaxolid ® 213, 243, 258 243 
Tonalid® 159, 187, 243 243 
Musk xylen D15 293, 294, 312 294 
Tonalid D3 190, 246, 261 246 
2-amino-musk xylen 160, 252, 267 - 
4-amino-musk xylen 218, 252, 267 - 
Amino-musk keton 215, 249, 264 - 
Galaxolid-lakton 257, 272 - 
 
Hmotnostní spektra jednotlivých látek jsou uvedena na Obrázcích 18 - 23. 
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Obrázek 18. Hmotnostní spektrum musk xylenu 
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Obrázek 19. Hmotnostní spektrum musk ketonu 
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Obrázek 20. Hmotnostní spektrum HHCB 
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Obrázek 21. Hmotnostní spektrum AHTN 
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Obrázek 22. Hmotnostní spektrum MX D15 
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Obrázek 23. Hmotnostní spektrum AHTN D3 
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4.1.6. Kvantifikace analytů 
Kvantifikace analytů byla založena na pětibodové kalibraci v hexanu. Kalibrační křivka 
vyjadřuje v tomto  případě závislost plochy píku na koncentraci. Linearita kalibrační křivky 
byla hodnocena z koeficientu determinace R2, který se u všech analytů pohyboval v rozmezí 
0,992 – 0,997. 
Pro vyhodnocení výtěžnosti metody byly sestaveny kalibrační křivky i pro oba 
deuterované standardy. Tyto křivky byly získány ze čtyř kalibračních bodů a koeficient 
determinace R2 dosahoval  hodnoty 0,996 pro MX D13 a 0,992 pro AHTN D3. 
Kalibrační křivky byly sestrojeny a vyhodnoceny v programu Microsoft® Excel. 
4.1.7. Validační parametry 
Mez detekce (LOD) daného analytického postupu je dána nejmenším množstvím analytu 
ve vzorku, které může být detekováno. 
 
Mez stanovitelnosti (LOQ) určité metody je nejnižší množství analytu ve vzorku, které 
může být stanoveno jako exaktní hodnota s předem zadanou nejistotou. 
 
Citlivost (sensitivity) se definuje jako podíl změny odezvy měřicího zařízení a 
odpovídající změny podnětu. Citlivost analytické metody je rovna směrnici kalibrační 
závislosti. Není-li kalibrační závislost lineární, mění se citlivost s koncentrací analytu. 
 
Pro stanovení LOD a LOQ existuje několik metod. Cílem všech postupů je určení 
statisticky nejistého signálu vztaženého buď na velikost šumu, nebo nejistotu kalibrační 
křivky. 
Podle usance se v separačních metodách mez detekce vyjadřuje jako trojnásobek šumu 
základní linie a mez stanovitelnosti jako desetinásobek šumu základní linie. Mezi citlivostí 










⋅= 10      (2) 
 
kde hn je šum na základní linii a m je směrnice kalibrační křivky. Předpokladem správného 
výpočtu je, aby šum a výška píku byly ve stejných jednotkách. 
Stanovení LOD a LOQ způsobem vztažení signálu na velikost šumu bylo jako 
nejvhodnější vybráno i pro tuto diplomovou práci. Hodnoty LOD a LOQ vypočítané podle 
vzorců (1) a (2) jsou uvedeny v Tabulce 9. 
 
Tabulka 9. Meze detekce a meze kvantifikace 
SPME Analýza biotické tkáně  
LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml) LOD (μg/ml) LOQ (μg/ml) 
MX 0,02 0,08 0,07 0,22 
MK 0,08 0,25 0,02 0,07 
HHCB 0,01 0,03 0,12 0,41 
AHTN 0,08 0,25 0,05 0,17 
4.1.8. Nejistoty analytických výsledků 
Nejistota měření je parametr, který charakterizuje rozmezí hodnot v němž leží skutečná 
hodnota měřené veličiny. Vymezuje tak hranice, kdy lze ještě výsledek považovat za správný 
(přesný a pravdivý) a kdy je již statisticky nespolehlivý. 
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K odhadu nejistot jsou používány nejčastěji dvě metody. První metodou je postup „zdola – 
nahoru (bottom – up)“, který hodnotí jednotlivé příspěvky dílčích nejistot. Tento postup je 
založen na principu identifikace a kvantifikace všech potenciálních zdrojů nejistoty 
(sumarizuje nejistoty čistoty standardů, vážení, ředění, jednotlivých preparativních kroků 
metody a analytické koncovky a výpočtu celkové kombinované nejistoty. Je velice časově 
a technicky náročný, proto se doporučuje používat pouze pro jednodušší analytické úkoly. 
Druhou možností odhadu nejistot je postup „shora – dolů (top – down)“, ve kterém se 
hodnotí nejistoty komplexně pomocí souhrnných údajů získaných při analýzách. Těmito údaji 
je opakovatelnost a výtěžnost nebo reprodukovatelnost.  
K zajištění reprodukovatelných výsledků je vhodné stanovovat výtěžnosti opakovaně 
v delším časovém intervalu. Vzhledem k velké časové náročnosti byly k výpočtu nejistot 
využity hodnoty výtěžností a opakovatelnosti (vyjádřené jako RSD (%)) získané z  jedné 
série opakování (n = 5). Všechny výpočty byly provedeny dle literatury [48]. 
 
Tabulka 10. Nejistoty analytických výsledků 
 rt (%) u(R)t (%) uct (%) 
MX 7,03 1,12 7,12 
MK 17,83 5,48 18,66 
AHTN 7,92 4,83 9,28 
HHCB 6,45 0,38 6,46 
• rt opakovatelnost vyjádřená jako relativní směrodatná odchylka (RSD) 
• u(R)t nejistota výtěžnosti 
• uct kombinovaná nejistota analytického postupu 
4.1.9. Výtěžnost metody 
Stanovení výtěžnosti pro vzorky vody pomocí SPME prováděno nebylo. Kalibrace použité 
pro vyhodnocení výsledků analýzy SPME v sobě již zahrnují korekci na výtěžnost, protože 
byly sestrojovány sorpcí kalibračních roztoků na vlákno, nikoli přímým nástřikem. 
K ověření případné kontaminace byly v průběhu měření prováděny analýzy slepých 
vzorků, které v tomto případě představovala destilovaná voda. Ani v jednom případě nebyl 
pozitivní nález nad limitem detekce dané metody. 
Stanovení výtěžnosti metody při zpracování biotické tkáně bylo provedeno pomocí 
deuterovaných standardů MX D15 a AHTN D3. Do vzorků bylo na začátku jejich zpracování 
(tedy před extrakcí) naspikováno 10 μl roztoku každého deuterovaného standardu 
o koncentraci 100 μg/ml. 
 
Tabulka 11. Výtěžnost při zpracování biotické tkáně 
 Výtěžnost  RSD 
MX D15 56,1 % 25,2 % 
AHTN D3 97,1 %  2,6 % 
 
Ztráty deuterovaných standardů a tedy i výtěžnosti byly vyhodnoceny pomocí 
sestrojených kalibračních závislostí (kalibrace viz kapitola 3.6.4.). 
Výtěžnost pro oba standardy  a relativní standardní odchylku uvádí Tabulka 11. 
I v tomto případě byly k ověření případné kontaminace v průběhu měření prováděny 
analýzy slepých vzorků. Zjišťováno byla především úroveň kontaminace umývaného nádobí. 
U MX, MK a AHTN nebyl pozitivní nález ani v jenom případě nad limitem detekce dané 
metody. U HHCB se aplikovaný způsob čištění laboratorního skla používaného pro kalibrační 
roztoky ukázal jako nedostačující. Proto bylo rozhodnuto odměrné sklo, používané 
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pro HHCB při sestrojování kalibrací, nepoužívat více než jednou. U nádobí používaného 
při analýze reálných vzorků se nalezená koncentrace HHCB ve všech případech pohybuje 
pod mezí detekce, proto toto nádobí mohlo být používáno opakovaně. 
4.2. Podíl tuku v analyzovaných biotických vzorcích 
Podíl tuku v biotických vzorcích byl stanoven postupem uvedeným v kapitole 3.6.5. 
Výsledky stanovení uvádí Tabulka 12.  
 
Tabulka 12. Podíl tuku v biotických vzorcích 
 Druh ryby Hmotnost svaloviny k analýze (g) 
Hmotnost 
tuku (mg) 
Podíl tuku ve 
svalovině (%) 
Vzorek č.1 Plotice obecná 5,55 259,0 4,67 
Vzorek č.2 Cejn velký 5,24 115,6 2,21 
Vzorek č.3 Cejn velký 5,26 98,7 1,88 
Vzorek č.4 Cejn velký 5,36 214,2 4,00 
Vzorek č.5 Cejn velký 5,10 144,3 2,83 
Vzorek č.6 Lín obecný 5,46 11,1 0,20 
4.3. Porovnání extrakčních technik 
Jelikož tlaková extrakce není standardní technikou při zpracování vzorků biotické tkáně, 
ale pro svou rychlost, jednoduchost a malou spotřebu rozpouštědla byla vybrána jako velmi 
vhodná, byla její výtěžnost srovnána s klasickou standardní technikou, za kterou se je 
považována Soxhletova extrakce. 
Postupy provedení obou extrakcí jsou uvedeny v kapitole 3.4.2.  
Vzorky pro srovnání obou extrakčních technik byly připraveny ze všech šesti 
analyzovaných ryb, vždy v počtu 1 vzorek pro Soxhletovu extrakci a 3 vzorky pro PSE. 
Srovnány byly výtěžnosti všech čtyř stanovovaných musk sloučenin a pro ověření správnosti 
byly vyhodnoceny i výtěžnosti deuterovaných standardů, které byly ve stejných 
koncentracích (100 μg/ml) a množstvích (10 μl) naspikovány do všech vzorků před 
extrakcemi.  
Při porovnání výsledků výtěžností Soxhletovy extrakce a PSE docházíme k zajímavým 
poznatkům. Analyty můžeme rozdělit do dvou skupin. Pro jednu skupinu jsou 
charakteristické vyšší výtěžnosti při Soxhletově extrakci, pro druhou skupinu jsou vyšší 
výtěžnosti při tlakové extrakci.  
Do skupiny s vyšší výtěžností Soxhletovou extrakcí lze podle výsledků zařadit MX, HHCB 
a MX-D15. Níže jsou uvedeny výsledky o kolik % je Soxhletova extrakce účinnější než PSE2: 
• MX 42-96 % 
• HHCB 44-84 % 
• MX-D15   5-41 %  
 
Vyšší výsledky při PSE naopak vykazují MK, AHTN a AHTN-D3 a to o následující 
procenta3: 
• MK 29-84 % 
• AHTN   1-49 % 
• AHTN-D3 23-52 %  
                                                
2 Do uváděného rozmezí byly zahrnuty pouze výsledky, kdy je Soxhletova extrakce účinnější než PSE 
3 Do uváděného rozmezí byly zahrnuty pouze výsledky, kdy PSE účinnější než Soxhletova extrakce 
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Do Grafů 4 a 5 jsou analyty řazeny podle těchto skupin, výsledky prezentované oběma 
deuterovanými standardy jsou uvedeny v samostatném Grafu 3.  
























Graf 3. Výtěžnost deuterovaných standardů při porovnání Soxhletovy extrakce s PSE 
 



























Graf 4. Srovnání Soxhletovy extrakce s PSE – MX a HHCB 
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Graf 5. Srovnání Soxhletovy extrakce s PSE – MK a AHTN 
 
Při srovnání extrakční metody byl brán ohled na časovou náročnost, složitost provedení 
a spotřebu rozpouštědla. 
 
Soxhletova extrakce: 
• Časová náročnost:  7 hodin 
• Spotřeba rozpouštedla:  130 ml/vzorek 
• Složitost provedení: srovnatelná s PSE 
 
Tlaková extrakce (PSE) 
• Časová náročnost:  25 minut 
• Spotřeba rozpouštedla:  33 ml/vzorek 
• Složitost provedení: srovnatelná se Soxhletovou extrakcí 
 
PSE ve srovnání se Soxhletovou extrakcí dosahuje v případě MK a AHTN velmi dobré 
výsledky, pro MX a HHCB se jeví o hodně vhodnější klasický způsob extrakce. Pro časovou 
náročnost a velkou spotřebu rozpouštědla však byla pro celkovou analýzu aplikována 
pouze PSE. 
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4.4. Výskyt sledovaných analytů v reálných vzorcích 
4.4.1. Voda 
Aby bylo možné vytvořit si ucelenou představu o tom, jaké množství musk sloučenin se 
dostává do životního prostředí prostřednictvím vyčištěných odpadních vod, byla po dobu 
jednoho týdne vzorkována voda z přítoku a odtoku čistírny odpadních vod na Veterinární 
a farmaceutické univerzitě v Brně. Tato čistírna byla vybrána z hlediska výborné dostupnosti, 
neboť na VFU byla zpracovávána převážná část předkládané diplomové práce. Vzorky tedy 
nepodléhaly dlouhému transportu a mohly být zpracovány ve velmi krátkém čase po jejich 
odběru. Současně se touto prací ověřuje schopnost čistírny odstranit musk sloučeniny 
z odpadních vod vyprodukovaných univerzitou. 
Vzorky vod byly analyzovány pomocí SPME za podmínek popsaných v kapitole 3.5.1.2. 
a to vždy v počtu 3 vzorky z jednoho odběru. Celkem tedy 6 vzorků v danou vzorkovací 
hodinu, celkem 12 vzorků za vzorkovací den. 
Vzorky před analýzou nebyly nijak upravovány (filtrovány, ředěny apod.). 
 
Celkový přehled o výskytu analytů ve vzorcích v na přítoku i odtoku v 7:00 a 13:00 
dokumentují Tabulky 13. a 14. 
V tabulkách jsou vždy uvedeny tři hodnoty pro každý analyt. K tomuto kroku bylo 
přistoupeno po té, co bylo zjištěno, že nalezené analyty nejsou rozpuštěny přímo ve vodě, 
ale jsou sorbovány na částicích organické hmoty, které jsou ve vodách rozptýleny. Jelikož 
vzorek nebyl upravován filtrací, pozitivní nález či zjištěná koncentrace jednotlivých analytů 
záleží na množství  a druhu organických zbytků, které jsou přeneseny do vzorkovací vialky.  
I přes důkladné promíchání před každým plněním vialky se výsledky pro tři stanovení 
téhož vzorku liší.  Výsledná koncentrace, která by vznikla výpočtem průměru tří analýz by 
tedy byla velmi zkreslená a nepodávala by pravdivý obraz výskytu MUSK v odpadních 
vodách.  
Výsledky uváděné v Tabulkách 13. a 14. potvrzují teorii, že množství a druh musk 
sloučenin, které se v odpadních vodách nacházejí úzce souvisí s množstvím a druhy 
čistících prostředků, které jsou používány. Jelikož jsou provozy laboratoří a ordinací  
nacházející se v areálu VFU každý den odlišné, mění se i složení odpadních vod, které 
přichází na čistírnu. Musk xylen je na přítocích analyzován pouze v pátek 28.3.2008, kdy 
jeho koncentrace mnohonásobně převýší koncentraci tonalidu, který je jako hlavní 
kontaminant analyzován v průběhu ostatních dnů.  
Teorii, že se musk sloučeniny přítomné ve vodě vyskytují převážně nasorbované 
na organických částicích, potvrzuje i srovnání přítoků a odtoků v jednotlivých hodinách. 
Na odtoku nacházíme analyty, které v přítoku vůbec detekovány nejsou, nebo v přítoku 
nalezeny jsou, ale v menších koncentracích. Správnost této teorie pak potvrzuje analýza 
vzorku odpadní vody, která byla před sorpcí přefiltrována přes filtrační papír. V tomto vzorku 
byla koncentrace všech nalezených MUSK pod mezí detekce. 
Ve srovnání s informacemi v odborných článcích se výsledky z čistírny odpadních vod 
na VUF liší poměrem zastoupení jednotlivých  musk sloučenin. V převážné většině výzkumů 
je primárním kontaminantem galaxolid®, na druhé místo je řazen tonalid®. V případě vody 
na VFU je nejvíce zastoupen právě tonalid®.  
Vysvětlení rozdílu mezi světovými  a našimi výsledky je prosté. Ve všech prostudovaných 
článcích se jedná o velkokapacitní čistírny odpadních vod.  Na čistírny tedy přichází voda 
z velmi různorodých zdrojů. Na čistírnu VFU přichází pouze vody z areálu univerzity a pokud 
v zařízení jsou používány přípravky, v nichž převažuje koncentrace tonalidu 




Tabulka 13. Výsledné koncentrace musk sloučenin v odpadních vodách v 7:00 
 
 
Tabulka 14. Výsledné koncentrace musk sloučenin v odpadních vodách ve 13:00 
13:00 

















25.3.2008 nd nd nd nd nd nd nq 0,50 0,48 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
26.3.2008 nd nd nd 0,49 4,79 0,49 nq 0,58 nq nd nd nd 18,11 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
27.3.2008 nd nd nd nd nq 1,41 2,97 3,62 3,12 nd 0,17 nd nd nd nd nq nd nd nd nd nd nd nd nd 
28.3.2008 27,86 nd nd nd nd nd 0,60 0,49 0,90 nd nd nd nd nd nd nd nd 4,48 nd nd nd nd nd nd 
31.3.2008 nd nd nd nd nd nd nq nq 0,39 nd 0,13 0,18 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
1.4.2008 nd nd nd nd nd nd 1,00 0,51 1,21 nd 0,05 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nq nd nd nd 
 
                                                
4 nd … nedetekováno, pod mezí detekce 
5 nq … detekováno, nekvantifikováno, pod mezí kvantifikace 
7:00 

















25.3.2008 nd4 nd nd nd nd nd 1,25 2,88 2,01 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
26.3.2008 nd nd nd nd nd nd 4,01 7,11 13,55 nd 0,11 1,45 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
27.3.2008 nd nd nd nd nd nd nd 0,36 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
28.3.2008 4,39 1,68 4,50 nd nd 2,30 nq nq5 nq nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nq nq nd nd nd 
31.3.2008 nd nd nd nd nd nd 0,46 nq nd nd 0,08 nd nd nd nd nd nq nd nd nq nd nd nd nd 
1.4.2008 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
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Nejvyšší koncentrace na přítoku dosahují MK, AHTN a HHCB ve středu 26.3.2008, MX 
své maximální koncentrace dosahuje v pátek 28.3.2008, jak bylo niž zmíněno. 
Téměř všechny maximální koncentrace byly nalezeny podle předpokladu na přítoku, ale 
byly zjištěny i výjimky např. MX/26.3.2008/odtok/13:00 nebo MK/28.3.2008/odtok/13:00. 
Předpokládá se, že právě v těchto případech se výrazně projevuje sorbování analytů 
na organické částice.  
K vytvoření představy o změně kontaminace vod během dne byl proveden pokus, kdy 
byly vzorky odebírány po dvou hodinách v časovém rozmezí 7:00 – 13:00. 
 
Tabulka 15. Koncentrace MUSK v odpadních vodách 1.4.2008 po 2 hodinách 
1.4.2008 

















nd nd nd nd nd nd nd nd 
nd nd nd nd nd nd nd nd MX 
nd nd nd nd nd nd nd nd 
nd nd nd nd nd nd nd nd 
nd nd nd nd nd nd nd nd MK 
nd nd nd nq nd nd nd nd 
nd nd nq nd 1,14 nd 1,00 nd 
nd nd 0,65 nd 2,17 nd 0,51 nd AHTN 
nd nd 0,65 nd 0,48 nd 1,21 nd 
nd nd nd nd nd nd nd nq 
nd nd nd nd nd nd 0,05 nd HHCB 
nd nd nd nd nd nd nd nd 
 






























Graf 6. Srovnání koncentrace analytů po dvou hodinách během 1.4.2008 
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Graf 6. a Tabulka 15. potvrzují nárůst  koncentrace MUSK během dopoledne a pak 
vyrovnanou tendenci do 13:00.  Tento nárůst však není pravidlem. Negativní nálezy všech 
analytů s výjimkou AHTN vytvoření uceleného závěru jen ztěžují. 
 
Jedním z úkolů této diplomové práce je i ověření účinnosti čištění odpadních vod z VFU. 
Srovnání koncentrací MUSK na přítoku a odtoku v shodných časech jednotlivých dnů 
vzorkování je zejména u AHTN jako hlavního polutantu zřetelné a svědčí pro to, že procesy 
na ČOV přispějí k částečnému odstranění musk sloučenin, ale neodstraní je zcela. U dalších 
musk sloučenin tato tendence tak viditelná není, protože v mnoha případech analyty nebyly 
vůbec detekovány. 
Z uvedených výsledků nelze posoudit, zda koncentrace analytů v ranních vzorcích je 
nižší, než koncentrace v době plného provozu univerzity. Lze pouze konstatovat, že 
v odpoledních hodinách je zastoupení  MUSK různorodější než ráno. 
 Procentuální úspěšnost odstranění nelze v tomto případě vypočítat s ohledem 
na neurčitost analýzy, a to z důvodu sorbování analytů na organickou hmotu. 
 
4.4.2. Biotická tkáň 
Musk sloučeniny se do životního prostředí dostávají hlavně skrze vypouštěné odpadní 
vody a jejich nedostatečným vyčištěním pak do stojatých a tekoucích vod. Jelikož jsou 
MUSK látky lipofilní a velmi snadno se sorbují na organickou hmotu, jsou přijímány vodními 
živočichy spolu s potravou a kumulují se v tkáních těchto organismů. Na pomyslném vrcholu 
potravního řetězce vodního ekosystému stojí nejrůznější druhy ryb. Analýza MUSK právě 
v tomto typu matrice je hlavní náplní předkládané diplomové práce. 

































Graf 7. Výskyt MUSK v biotické tkáni 
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Druhy zkoumaných ryb a postupy jejich zpracování jsou uvedeny již v kapitole 3.5.2. 
Analýze bylo podrobeno celkem 6 kusů ryb odlovených v Brněnské přehradě dne 
7. listopadu 2007.  
Celkový přehled koncentrací analytů v jednotlivých vzorcích uvádí Graf 7.  Podle výsledků 
analýzy lze říci, že výskyt a koncentrace sledovaných musk sloučenin ve svalové tkáni 
zkoumaných jedinců je velmi individuální. Ryby byly odloveny za stejných podmínek, 
ve stejném čase, ze stejného místa, přesto se zastoupení MUSK se v jejich svalovině různí.  
U zkoumaných jedinců se neprokázala souvislost koncentrace MUSK s obsahem tuku 
ve svalové tkáni (viz graf 8.). Analyty lze z tohoto hlediska opět rozdělit do dvou skupin. První 
skupinu reprezentují látky, které mají vyrovnanou koncentraci ve svalové tkáni všech 
analyzovaných jedinců. Do této skupiny lze zařadit MX a AHTN. Druhou skupinou jsou látky, 
jejichž koncentrace ve svalovině jednotlivých ryb velmi kolísá a nevykazuje žádný trend. 
Do této druhé skupiny  podle výsledků patří MK a HHCB. 
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Graf 8. Nezávislost koncentrace MUSK na obsahu tuku ve svalovině 
 
Koncentrace sledovaných analytů ve zkoumaných jedincích se pohybuje v následujícím 
rozmezí: 
• MX 108,95 – 166,41 μg/kg ž.v. 
• MK   35,58 – 325,91 μg/kg ž.v. 
• AHTN 103,93 – 196,73 μg/kg ž.v. 
• HHCB   63,32 – 870,23 μg/kg ž.v. 
 
Uvedená rozmezí jsou velmi široká a předpokládá se, že obsah musk sloučenin a jejich 
vzájemné zastoupení v těle ryb je tedy závislé hlavně na životním prostředí po celou dobu 
vývoje jedince, na stáří jedince, na druhu a kontaminaci přijímané potravy a na individuálních 
schopnostech metabolismu  a vylučování daných živočichů. 
Přesné koncentrace musk sloučenin v jednotlivých vzorcích ryb uvádí Tabulka 16. 
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Tabulka 16. Koncentrace MUSK ve vzorcích 

















1 126,06 5,17 120,13 0,23 196,73 25,06 371,90 21,23
2 141,97 19,10 37,29 11,30 127,74 9,38 870,23 14,64
3 108,95 7,12 325,91 4,71 153,58 17,67 759,17 10,49
4 166,41 4,95 35,58 33,36 111,78 9,86 560,69 1,40 
5 109,26 5,85 75,13 10,03 103,93 6,34 123,85 8,09 
6 153,24 7,76 59,69 10,67 117,17 42,09 63,32 11,31
 
Výsledky analýz a zjištěné koncentrace se příliš neliší od závěrů analýz odlovených ryb 
(jelec tloušť - Leuciscus cephalus) v Tiché Orlici a Vltavě v letech 1997 – 2000. Největší 
rozdíly představují výsledky HHCB na Tiché Orlici a AHTN na Tiché Orlici a Vltavě [50].  
V lokalitách Kunětice, Srnojedy, Štětí a Hřensko (Tichá Orlice) se nalezené koncentrace 
HHCB a AHTN pohybovaly v rozmezí přibližně 800 – 1150 μg/kg ž.v.  
V lokalitách Hluboká, Štěchovice, Klecany a Zelčín (Vltava) nalezené koncentrace AHTN 
dosahovaly 400 – 1250 μg/kg ž.v. 
Kontaminace svalové tkáně ryb odlovených v Brněnské přehradě dosahuje maximální 
úrovně 200 μg/kg ž.v. pro AHTN a 900 μg/kg ž.v. pro HHCB.  
Z výsledků je možno vyvodit závěr, že vodní ekosystémy zkoumaných lokalit v Čechách 
v roce 2000 byly více zatíženy přítomností AHTN a HHCB než ekosystém zkoumané lokality 
na Moravě v roce 2007. Koncentrační úrovně ostatních sledovaných MUSK jsou ve všech 
lokalitách srovnatelné. Novější informace o koncentraci MUSK v českých řekách 
než z uváděného roku se nepodařilo nalézt. 
 
Srovnáním koncentrací musk sloučenin na odtoku vybrané ČOV s koncentracemi 
nalezenými ve svalové tkáni ryb nelze přehlédnout skutečnost, že ke kumulaci sledovaných 
analytů ve svalové tkáni skutečně dochází. Jak bylo zjištěno a popsáno výše, musk 
sloučeniny jsou na odtoku z ČOV sorbovány na organické částice. Tyto částice přechází 
do recipientu a jsou součástí potravy organismů vodního ekosystému.  
Koncentrace MUSK, které jsou na odtoku ČOV detekovány v řádech jednotek a desítek 
ng/ml (tedy μg/l) nebo se je detekovat nepodařilo, jsou v biotické tkáni přítomny v desítkách, 
až tisících μg/kg ž.v. 
Bioakumulační a biokoncentrační faktor v tomto případě počítán nebyl, neboť nebylo 
analyzována voda, která přímo tvořila životní prostředí analyzovaných ryb. Také bylo 
přihlédnuto k faktu, že ČOV VFU je malou čistírnou. Voda, která z ní odchází je sváděna 
kanalizační sítí města Brna na ČOV Modřice a tak ČOV VFU přispívá k celkovému 
znečištění jen zlomkem procenta. 
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5. ZÁVĚR 
Předkládaná diplomová práce se zabývá zhodnocením koncentrace čtyř „klasických“ 
musk sloučenin v biotické matrici. Tuto matrici představovala svalovina získaná ze 3 druhů 
ryb (celkem 6 jedinců) odlovených 7. listopadu v Brněnské přehradě, lokalitě Bažiny. 
Ověřena byla také kontaminace vody na čistírně odpadních vod na Veterinární 
a farmaceutické univerzitě v Brně. Výsledky koncentrací sledovaných MUSK na odtoku byly 
porovnány s koncentracemi nalezenými ve svalové tkáni.  
Analýza vzorků vod byla provedena pomocí SPME, zpracování vzorků ryb se uskutečnilo 
pomocí tlakové extrakce PSE – přečištění gelovou permeační chromatografií (GPC) – 
analýzou plynovou chromatografií s hmotnostním detektorem (GC/MS-Q). 
Veškeré výsledky byly porovnány s celosvětovými i českými výsledky podobných pokusů. 
 
Výsledky předkládané diplomové práce vyústily v tyto závěry: 
 
• Byly optimalizovány podmínky sorpce analytů z vody na vlákno SPME.  
 
• Pro všechny sledované musk sloučeniny a jejich metabolity byl vytvořen a optimalizován 
program analytické koncovky (GC/MS). Pozornost byla věnována problému shodnosti 
retenčních časů musk xylenu a tonalidu, byl vyřešen problém koeluce tonalidu 
a galaxolidu (stejný kvantifikační ion) volbou vhodné teplotní rampy. 
 
• Byl vytvořen a optimalizován program tlakové extrakce (PSE). Jako nejvhodnější 
extrakční činidlo byla vybrána směs ethylacetát:hexan = 1:5 (v:v). Účinnost jeho extrakce 
byla porovnána s čistým hexanem. 
 
• Byl vybrán a optimalizován program gelové permeační chromatografie (GPC), která byla 
použita jako čistící technika, sloužící zejména k odstranění lipidů. 
 
• Byla porovnána účinnost PSE s klasickou extrakční technikou – Soxhletovou extrakcí. 
 
• Byly stanoveny a vypočítány výtěžnosti, meze detekce a kvantifikace, nejistoty 
analytických výsledků. 
 
• Pro metabolity sledovaných MUSK se nepodařilo zajistit standardní roztoky a podle 
dostupných informací z literatury se je ve vzorcích nepodařilo identifikovat. 
 
Analýzou reálných vzorků vod a svaloviny ryb se dospělo k následujícím závěrům: 
 
• Musk sloučeniny v odpadních vodách ČOV VFU jsou přítomny, ale jejich pozitivní nález  
a kvantifikace jsou závislé na přítomnosti organické hmoty, na kterou jsou nasorbovány. 
 
• Zastoupení musk sloučenin přicházející na ČOV VFU se proti celosvětovým výsledkům 
liší, neboť se nejedná o velkokapacitní čistírnu a složení odpadních vod závisí pouze 
na prostředcích používaných v areálu univerzity. 
 
• Musk sloučeniny přicházející na ČOV VFU nejsou z vody zcela odstraněny, přesto tato 
čistírna přispívá pouze malou měrou na znečištění okolních vodních ekosystémů. 
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• Ve všech analyzovaných vzorcích biotické tkáně byla nalezena kontaminace 
sledovanými musk sloučeninami a to v rozmezí: 
• MX 108,95 – 166,41 μg/kg ž.v. 
• MK   35,58 – 325,91 μg/kg ž.v. 
• AHTN 103,93 – 196,73 μg/kg ž.v. 
• HHCB   63,32 – 870,23 μg/kg ž.v. 
 
• Úroveň kontaminace biotických vzorků není závislá na množství tuku obsaženém 
ve svalovině analyzovaných jedinců. 
 
• Koncentrace MUSK ve svalovině odlovených ryb je srovnatelná s výsledky analýz 
svaloviny ryb (jelec tloušť - Leuciscus cephalus) odlovených ve Vltavě a Tiché Orlici 
v roce 2000. 
 
Vybrané musk sloučeniny byly detekovány jak v odpadních vodách tak ve svalovině ryb. 
U vybrané ČOV jsou zjištěné koncentrace nižší než předpokládané hodnoty a různí se 
i očekávané zastoupení jednotlivých MUSK. V případě biotické tkáně se zjištěné koncentrace  
a zastoupení musk sloučenin plně shodují s předpokládanými hodnotami.  
Tato diplomová práce potvrzuje závěry o kontaminaci vodního ekosystému tímto druhem 
polutantů a otvírá prostor pro další sledování úrovně znečištění na různých stupních 
potravního řetězce a pro výzkum koloběhu těchto látek v přírodě. 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
AFID plamenový termoionizační detektor 
AHTN 6-acetyl-1,1,2,4,4,7-hexamethyltetralin, tonalid® 
APE zrychlená extrakce rozpouštědlem 
ArD argonový detektor 
B separace magnetickým polem 
BAF bioakumulační faktor 
BCF biokoncentrační faktor 
CI chemická ionizace 
ČOV čistírna odpadní vody 
E separace elektrostatickým polem 
ECD detektor elektronového záchytu 
EI elektronová ionizace 
ESI elektrosprej 
FAB ionizace urychlenými atomy 
FI ionizace polem 
FID plamenová ionizační detektor 
FMW  extrakce za použití mikrovln 
GC plynová chromatografie 
GC/GC/TOF – MS tandemová technika ortogonální dvoudimenzionální plynová  
 chromatografie/ hmotnostní spektrometrie s analyzátorem doby letu 
GC/MS spojení plynové chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
GPC gelová permeační chromatografie 
HeD heliový detektor 
HHCB 1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-hexamethylcyklopenta[γ]-2- 
 benzopyran, galaxolid® 
ICR  iontová cyklotronová rezonance 
IRS infračervený spektrometr 
IT iontová past 
Kow rozdělovací koeficient oktanol-voda 
L x Š rozměry délka x šířka 
MAE viz. FMW 
MALDI ionizace laserem za účasti matrice 
MK musk keton 
MS hmotnostní spektrometrie 
MUSK musk sloučenina, syntetická vonná látka, pižmo 
MX musk xylen 
m/z poměr hmotnosti a náboje 
NOEC koncentrace, při které není pozorován nežádoucí účinek 
OSPAR úmluva na ochranu mořského prostředí severovýchodního Atlantiku 
PCBs polychlorované bifenyly 
POPs perzistentní organické polutanty 
PSE viz. APE 
Q kvadrupól 
Qbil celkový průtok 
Qmax maximální průtok 
RSD relative standard deviation, směrodatná odchylka 
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R25 věta označující specifickou rizikovost - toxický při požití [44] 
R28 věta označující specifickou rizikovost - vysoce toxický při požití [44] 
R40 věta označující specifickou rizikovost – podezření na karcinogenní 
 účinky [44] 
R45 věta označující specifickou rizikovost - může vyvolat rakovinu [44] 
R46 věta označující specifickou rizikovost - může vyvolat poškození 
 dědičných vlastností [44] 
R48 věta označující specifickou rizikovost - při dlouhodobé expozici  
 nebezpečí vážného poškození zdraví [44] 
R60 věta označující specifickou rizikovost - může poškodit reprodukční 
 schopnost [44] 
R61 věta označující specifickou rizikovost - může poškodit plod v těle 
 matky [44] 
R62 věta označující specifickou rizikovost - možné nebezpečí poškození 
 reprodukční schopnosti [44] 
R63 věta označující specifickou rizikovost - možné nebezpečí poškození 
 plodu v těle matky [44] 
R64 věta označující specifickou rizikovost - může poškodit kojence 
 prostřednictvím mateřského mléka [44] 
R68 věta označující specifickou rizikovost – možné nebezpečí nevratných 
 účinků [44] 
SCAN/SIM režimy práce analyzátoru hmotnostního spektrometru 
SPE extrakce na pevnou fázi 
SPMD vzorkovač využívající polopropustné membrány 
SPME mikroextrakce na pevnou fázi 
TCD tepelně vodivostní detektor 
TID viz. AFID 
TOF analyzátor podle doby letu 
TSI thermosprej 
ž.v. živá váha 
 
 
